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V sodobnem casu smo zaradi vse vecje razSirjenosti razlicnih bolezni primorani
jemati zdravila. Hkrati se Siri uporaba probiotikov v prehrambene in zdravstvene
namene in posledi¢no pogosto pride do hkratnega uzivanja probiotikov in zdravil.
Probioti¢ne kulture so potencialno sposobne metabolizirati ucinkovine oz.
zmanjSati njihovo delovanje. V magistrski nalogi smo deset izbranih sevov
bakterijskih vrst iz rodu Lactobacillus koinkubirali z zdravilnimi uéinkovinami
nitrendipin, famciklovir, raloksifen in verapamil v tekoc¢em gojis¢u MRS. Preverjali
smo vpliv sevov na posamezno zdravilno ucinkovino in nekatere njihove
metabolite. Zanimal nas je le vpliv na celokupno vsebnost ucinkovin. Pri
nitrendipinu nismo mogli potrditi vpliva laktobacilov na znizanje koncentracije
ucinkovine, ugotovili pa smo vpliv na vsebnost metabolita dehidronitrendipina.
Laktobacili so v gojis¢u MRS najbolj vplivali na vsebnost famciklovirja (vsebnost
je znizalo 8 sevov, znizanje je bilo v povprecju 13 %). Laktobacili niso vplivali na
vsebnost metabolitov penciklovir in deacetil famciklovir. Vsebnost raloksifena je
signifikantno znizalo 5 sevov (v povpre¢ju za 10 %), vsebnost verapamila pa 7
sevov (v povpreéju za 12 %). Predvidevamo, da je do znizanja koncentracij
zdravilnih u¢inkovin prislo zaradi absorpcije/adsorpcije s strani laktobacilov ali pa
zaradi metabolizma s strani njihovih metabolnih encimov. Laktobacili razli¢no
vplivajo na posamezno zdravilno u¢inkovino, vpliv pa je odvisen od posameznega
seva ter od zgradbe posamezne molekule. Menimo, da bi morali biti pri soasnem
uzivanju probiotikov in zdravilnih u¢inkovin pozorni na morebitne interakcije.
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AB  In modern times there is a concurrent expansion in the use of medicines (due to

increasing prevalence of various diseases) on one side and use of probiotics in food and

medical purposes on the other side. Probiotic products are often consumed simultaneously

with drugs. Probiotic cultures are potentially able to metabolize or degrade substances or

reduce their function. We selected 10 strains bacterial species from genus Lactobacillus

and coincubated them with active substances nitrendipine, famciclovir, raloxifene and

verapamil in liquid medium MRS. We tested the response of strains on overall content of

each active substance and some of their metabolites. We could not confirm the influence of

lactobacilli on the reduction of nitrendipine, but we found an impact on the content of the

metabolite dehydronitrendipin. The content of famciclovir was significantly reduced by 8

strains of lactobacilli for 13 % on average in medium MRS. We could not confirm the

influence of lactobacilli on metabolites penciclovir and deacetil famciclovir. The content of

raloxifene was significantly decreased by 5 strains for 10 % on average, and the content of

verapamil was reduced by 7 strains for 12 % on average. Reduction of the concentration

may be associated with absorption/adsorption by lactobacilli or activity of their metabolic

enzymes. The impact of lactobacilli on active substances differs in dependence of each

strain and the structure of substance. Attention should be paid to possible interactions

during simultaneous consumption of probiotics and medicines.
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1 UVvOD

Zivimo v Casu, ko smo zaradi tak$nih ali drugacnih razlogov izpostavljeni raznim
boleznim. Farmacevtska, kemi¢na in biotehnoloska podjetja so ze odkrila ali Se odkrivajo
zdravila za Stevilne bolezni. Na drugi strani pa imamo Zivilsko industrijo, ki nam vsak dan
ponuja nove probioti¢ne izdelke in prehranska dopolnila, ki pripomorejo k ¢lovekovemu
boljSemu pocutju. Ob soCasnem jemanju (ali v krajSem Casovnem intervalu) zdravil in
probioti¢nih izdelkov pa se najveckrat pozablja dejstvo, da lahko pride do neZelenih
interakcij ali celo do metabolizma zdravilnih ufinkovin s strani probioti¢nih
mikroorganizmov.

V preteklosti so razliéni avtorji razlicno definirali probiotike. 1z vseh definicij so
izoblikovali danasnjo, ki pravi, da so probiotiki pripravki ali proizvodi, ki vsebujejo
zadostsno Stevilo mikroorganizmov, da u€inkujejo na mikrobioto gostitelja in imajo s tem
pozitivne zdravstvene uginke na gostitelja (Schrezenmeir in de Vrese, 2001). Stevilni viri,
med njimi tudi Ljungh in Wadstrom (2009) ter Heller (2001) kot »zacetnika« probiotikov
navajajo Elie Metchnikoff, ki je s svojimi kolegi v vzhodni Evropi raziskoval
mikrobiologijo jogurta in mleka ter kot prvi opisal §tevilne mikroorganizme, ki sodelujejo
v naravnih fermentacijah. Probiotike uporabljajo za preprecevanje ali zdravljenje nekaterih
gastrointestinalnin motenj kot so driske (Vanderhoof in Young, 1998), za krepitev
imunskega sistema (McCracken in Gaskins, 1999), v zadnjem Casu pa se pojavljajo tudi
Studije, v katerih preucujejo ucinkovitost izbranih sevov mle¢nokislinskih bakterij pri
nekaterih rakastih obolenjih (Iyer in Versalovic, 2009). Najpogosteje se v probioti¢nih
izdelkih pojavljajo sevi rodov Lactobacillus in Bifidobacterium (Heller, 2001). Tako smo
tudi mi pri svojem delu uporabili deset sevov rodu Lactobacillus.

Seve iz rodu Lactobacillus smo koinkubirali s Stirimi zdravilnimi uc¢inkovinami, ki se v
raznih farmacevtskih oblikah pogosto uporabljajo za zdravljenih razliénih bolezni. Tako
smo pri svojem delu uporabili zdravilne uc¢inkovine:

e nitrendipin, ki spada v skupino zaviralcev kalcijevih kanalov, uporablja pa se za
zdravljenje blage do akutne hipertenzije;

e famciklovir, ki je predzdravilo za aktivno obliko penciklovir; spada v skupino
protivirusnih zdravil, najpogosteje pa se uporablja za zdravljenje virusa Herpes
zoster in ponavljajocega genitalnega herpesa;

o raloksifen, ki spada med protivnetna sredstva, uporablja pa se za zdravljenje in
preprecevanje osteoporoze pri zenskah v menopavzi,

e verapamil, ki je u€inkovina iz skupine vazodilatatornih sredstev, uporablja pa se za
zdravljenje hipertenzije, angine in preventivno za prepreCevanje pogostih
glavobolov (DrugBank, 2013).
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1.1 NAMEN MAGISTRSKE NALOGE

Namen magistrske naloge je bil dolociti vpliv desetih sevov mle¢nokislinskih bakterij iz
rodu Lactobacillus na vsebnost $tirih zdravilnih ucinkovin, ob socasni inkubaciji v
tekoCem gojis¢u MRS. Namen naloge je tudi s pomocjo LC-MS/MS metode identificirati
morebitne spojine, ki bi nastale po socasni inkubacij sevov s posamezno zdravilno
ucinkovino. Sevi vrst Lactobacillus bi lahko z metabolno aktivnostjo znizevali vsebnost
zdravilnih ucinkovin, prav tako pa bi lahko vplivali na tvorbo razpadnih produktov
zdravilnih u¢inkovin.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Sevi vrst rodu Lactobacillus ob socasni inkubaciji z zdravilnimi u¢inkovinami v
teko¢em gojis¢u MRS vplivajo na znizanje koncentracije zdravilnih uc¢inkovin.

e Sevi vrst rodu Lactobacillus vplivajo na nastanek razpadnih produktov zdravilnih
ucinkovin z lastno metabolno aktivnostjo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MIKROBI V PREBAVNEM TRAKTU

Kozne in mukozne povrsine ¢loveskega telesa poseljujejo stevilni mikrobi, ki prihajajo iz
okolja in tvorijo kompleksen ekosistem. Najvecjo in najbolj kompleksno zdruzbo teh
mikroorganizmov skriva prebavni trakt (Montalto in sod., 2009). Prebavni trakt naj bi tako
vseboval 300-500 razli¢nih mikrobnih vrst (Guarner in Malagelada, 2003), medtem ko
Montalto in sod. (2009) navajajo, da naj bi se v prebavnem traktu nahajalo ve¢ kot 800
mikrobnih vrst s ve¢ kot 7000 sevi. Celokupno stevilo mikrobnih celic v notranjosti
Crevesa pa je priblizno 10-krat vecje od Stevila evkariontskih celic v ¢loveskem telesu
(Guarner in Malagelada, 2003). Mikrobna zdruzba je v prebavnem traktu neenakomerno
razporejena. Najmanj bakterij je v Zelodcu in v dvanajstniku, kjer je koncentracija bakterij
10° kolonijskih enot/ml (KE/ml), vi§ja koncentracija mikrobov je v tes¢em in vitem
crevesu, kjer je med 10* in 10® KE/ml, najvi§ja koncentracija bakterij pa je v debelem
grevesu, in sicer 10" KE/ml (Montalto in sod., 2009). Guarner in Malagelada (2003)
navajata, da je manjse Stevilo bakterij v zgornjem delu prebavnega trakta posledica sestave
luminalnega medija (kislina, zol¢, izlo¢anje trebusne slinavke), ki uni¢i vecino zauzitih
mikroorganizmov, in posledica fazno-pogonske motori¢ne aktivnosti vitega Crevesa, ki
ovira stabilno kolonizacijo ¢érevesne slevtline. Mikrobna zdruzba se Kkvantitativno in
kvalitativno spremenijo v gastrointestinalno mikrofloro (Rodney, 1996).

Konvencionalna bakterioloska analiza flore prebavnega trakta zahteva Stevilne tehnike za
identifikacijo izolatov (Guarner in Malagelada, 2003). Z metodo, ki temelji na doloc¢anju
nukleotidnega zaporedja genov ribosomalne RNK (16S rRNK) je bilo dokazano, da v
prebavnem traktu prevladujejo obligatni anaerobi nad aerobi (Montalto in sod., 2009).
Guarner in Malagelada (2003) kot tudi Montalto in sod. (2009) navajajo, da v prebavnem
traktu prevladajo anaerobni mikrobi iz rodov Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus, in Ruminococcus. Med neprevladujoce
mikrobe v prebavnem traktu pa spadajo aerobni oz. fakultativno anaerobni mikroorganizmi
iz rodov Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus, Proteus. V
¢revesju pa so prisotni tudi nekateri aerobne glive, kot je Candida ablicans (Montalto in
sod., 2009).



Zerjav D. Izolacija in identifikacija metabolitov nitrendipina,... mle¢nokislinskih bakterij. 4
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

V ¢Crevesju vsakega posameznika najdemo vec sto razlicnih sevov bakterijskih vrst, ki
pripadajo omenjenim rodovom, z dolo¢eno kombinacijo prevladujoc¢ih sevov, ki se
razlikuje od kombinacij pri drugih posameznikih. Sevi med posamezniki zelo variirajo.
Sestava posameznikove mikroflore lahko niha v nekaterih okoliS¢inah, kot so nekatera
akutna diarejna bolezenska stanja, zdravljenje z antibiotiki, ali, v manj$i meri, prehranski
posegi. Vsekakor pa je vzorec prebavne mikrobiote pri posamezniku zelo stabilen (Guarner
in Malagelada, 2003).

2.1.1 Funkcije prebavne mikrobiote

Stevilne fizioloske lastnosti prebavne mikrobiote prispevajo k splognemu zdravju. Motnje
ekoloskega ravnotezja prebavne mikroflore lahko Skodujejo zdravju. Bakterije, kot znacilni
predstavniki prebavne mikroflore, lahko posedujejo Stevilne koristne lastnosti. Sposobne
S0 razgrajevanja nekaterih sestavin hrane, proizvodnje nekaterih B vitaminov, spodbujanja
imunskega sistema in tvorbe nekaterih prebavnih in zas¢itnih encimov. Prav tako normalna
mikroflora sodeluje pri metabolizmu nekaterih potencialno kancerogenih substanc in
pripomore k aktivaciji zdravil (predzdravila) (Holzapfel in sod., 1998).

Raziskave na zivalih, vzrejenih v pogojih brez prisotnosti zivih mikroorganizmoVv (germ-
free), so dale pomembne informacije o u¢inku mikrobne zdruzbe v gastrointestinalnem
traktu na gostiteljevo patologijo in fiziologijo. Nekatere Studije so pokazale, da ima
prebavna mikroflora pomembne in specificne metabolne, trofi¢ne in zasCitne funkcije
(O'Hara in Shanahan, 2006). Med poglavitne metabolne funkcije Stejemo presnovo
neprebavljivih ostankov hrane in endogene sluzi, ki jo proizvaja epitelij (Guarner in
Malagelada, 2003). Genska diverziteta mikrobne zdruzbe ponuja razne encime in
biokemic¢ne poti, ki so drugac¢ni od gostiteljevih (Brodie in sod., 1958). Pomemben vir
energije v Crevesju je presnova ogljikovih hidratov. Neprebavljeni ogljikovi hidrati
vsebujejo veliko polisaharidov (odporni skrob, celuloza, hemiceluloza, idr.) ter veliko
oligosaharidov, ki se izognejo prebavi. Kon¢ni produkt, pridobljen z mikrofloro, so
kratkoverizne mascobne kisline, ki so hkrati z potencialno toksi¢nimi snovmi (spojine, ki
vsebujejo amine, amoniak, fenole,..) produkt razkroja polisaharidov. Prav tako pa ima
mikroflora vlogo tudi pri sintezi vitaminov in absorpciji kalcija, magnezija in Zeleza.
Nastale kratko verizne maScobne kisline imajo pomembno vlogo tudi pri trofi¢nih
funkcijah, in sicer stimulirajo proliferacijo in diferenciacijo epitelnih celic. Prebavna
mikroflora tudi vpliva na razvoj imunskega sistema pri ljudeh in na homeostazo (Holzapfel
in sod., 1998). Med zas¢itne funkcije prebavne mikroflore pa lahko $tejemo onemogocanje
dostopa do crevesnih celic patogenim mikrobom. S pri¢vrstitvijo na epitel ¢revesa in
izlo¢anjem bakteriocinov ovirajo dostop in morebitno Skodljivo delovanje patogenim
organizmom (Guarner in Malagelada, 2003).
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2.1.2 Metabolna aktivnost prebavne mikrobiote

Prebavna flora ima obseZno metabolno kapaciteto. Stevilne spojine, ki vstopajo v érevesje,
prestanejo bakterijsko biotransformacijo, katera lahko spremeni njihovo toksikolosko
aktivnost. Prebavna flora tako razgrajuje toksi¢ne snovi, ki nastajajo v Crevesju iz azo
spojin, pomaga razgrajevati nitro spojine in nitrate. Prav tako je mikroflora sposobna
razgrajevati aminiokisline in njihove toksi¢ne produkte, toksi¢ne Zelezove spojine,
glukuronide, glikozide, sulfamate, zol¢no kislino in holesterol (Rowland in sod., 1985).
Prebava snovi s strani prebavne mikroflore poteka v Stevilnih metabolnih reakcijah.
Mednje uvrS¢amo hidrolizo, dekarboksilacijo, dealkilacijo, dehalogenacijo, deaminacijo,
odprtje heterocikli¢énih obrocev, aromatizacijo, formacijo nitrozamina, acetiliranje,
esterifikacijo in druge reakcije. Prebavna mikroflora pa v prebavnem traktu vr$i tudi
reduciranje dvojnih vezi, reduciranje aldehidov, ketonov in alkoholov (Scheline, 1973).

Prebavna mikrobiota lahko zaradi svojega metabolnega potenciala predstavlja pomembno
vlogo v zdravju ¢loveka. Mikrobiom® prebavne mikrobiote okrepi nabor prebavnih genov
gostitelja in poviSa njegov metabolni potencial. Ocenjeno je, da mikrobni genom v
Crevesju sestavlja med 2 in 4 milijone genov, kar je 70-140 — krat ve¢ kot je genov
njihovega gostitelja. Mikrobiom obsega vse gene, ki so odgovorni za Stevilne procese kot
so razpad substratov, sinteza beljakovin, produkcija biomase, produkcija signalnih
molekul, produkcija protimikrobnih spojin in vkljucujejo biokemijske poti, katerih Clovek
nima razvitih (Pandeya in sod., 2012).

2.1.2.1 Vplivi na metabolizem prebavne mikrobiote

Obstaja veliko razli¢nih dejavnikov, ki regulirajo mikrobno populacijo gastrointestinalnega

trakta. Nekateri dejavniki izvirajo iz gostitelja, drugi iz kemikalij, katerim je gostitel]

izpostavljen, nekateri dejavniki pa so posledica aktivnosti same mikrobiote. V posamezno
skupino dejavnikov glede na izvor spadajo naslednji dejavniki:

Gostiteljski dejavniki: - vrsta gostitelja in posamezne razlike povezane z izlo¢anjem
kisline in baze, intestinalnim gibanjem, intestinalne strukture,
koli¢ino endogenih hranil (Crevesne beljakovine, Zol¢ni
1zlocki), redoks potenciala, zol¢nih soli, protiteles,

- starost,
- bolezni gastrointestinalnega trakta.

! Izraz mikrobiom se nanada na zdruzbo genov in njihovih aktivnosti, ki so prisotni v dani bakterijski
skupnosti (Haiser in Turnbaugh, 2012).
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Okoljski dejavniki: - zdravila,
- prehrana,
- ksenobiotiki.

Bakterijski dejavniki: - bakterijski metaboliti,
- bakterijske interakcije (kompeticija),
- pH.

(Rowland, 1988).

2.2 METABOLIZEM ZDRAVILNIH UCINKOVIN S STRANI PREBAVNE
MIKROBIOTE

V zadnjih letih je bila tematika metabolizma zdravilnih ucinkovin S strani prebavne
mikrobiote zapostavljena tako s strani akademije kot tudi farmacevtske industrije. Prebavni
trakt tako povecini predstavlja pozabljen organ v metabolizmu zdravilnih u¢inkovin in
njihovem razporejanju. To je lahko slabost, saj prebavna mikrobiota ni sposobna le Siroke
palete biotransformacij u¢inkovin, pa¢ pa je lahko tudi vir fizioloske variabilnosti med
posamezniki. Mikroorganizmi lahko vplivajo na porazdelitev in toksi¢nost zdravilnih
ucinkovin in metabolitov, tako neposrednih, kot tistih, ki nastanejo s sekundarnimi
interakcijami (Wilson in Nichlson, 2009). Mikroflora prebavnega trakta ima metabolni
potencial podoben ali véasih tudi boljsi, kot jetra, kar zadeva metabolizem zdravilnih
ucinkovin (Scheline, 1973). Je pa vsekakor pomembna razlika med jetrnim in bakterijskim
metabolizmom. Jetra so primarno odgovorna za metabolizem preko oksidacije in
konjugacije, pri tem pa nastanejo polarni metaboliti z visoko molekulsko maso. Medtem
prebavna mikrobiota vrsi reducirajoce in hidroliticne reakcije in proizvaja nepolarne
produkte, ki imajo nizko molekularno maso (Sousa in sod., 2008).

Prebavna mikrobiota ima sposobnost, da se prilagodi prisotnosti neke tuje spojine v telesu.
Prilagodi se lahko na tri razli¢ne nacine:
e nakljuéne mutacije lahko povecajo odpornost proti drugace toksi¢nim
ksenobiotikom?,
e mutacije lahko povecajo mikrobno sposobnost razgrajevanja ksenobiotikov,
e organizem lahko pridobi gene, ki kodirajo katabolne encime, od ostalih organizmov
v okolju (Haiser in Turnbaugh, 2012).

Z Ksenobiotik: spojine, ki so tuje Zivemu organizmu in v njem niso naravno prisotne. Obi¢ajno izraz opisuje
terapevtska zdravila, antibiotike in s prehrano zauZite bioaktivne spojine (Haiser in Turnbaugh, 2012).
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Vecina zdravilnih u€inkovin vstopa v ¢lovesko telo po peroralni poti, zaradi prikladnosti in
najmanjSe invazivnosti (Haiser in Turnbaugh, 2012). Peroralna pot dostave zdravil je
verjetno najbolj kompleksna, kar zadeva dostave zdravilne uc¢inkovine do mesta delovanja.
Da so zdravila, vnesena v telo po peroralni poti ucinkovita, se morajo raztopiti v vsebini
gastrointestinalnega trakta, ostati nespremenjena v ¢revesni svetlini, preiti skozi epitelno
membrano in prestati metabolizem prvega prehoda. Zdravilne ucinkovine, ki so
dostavljene v telo po peroralni poti, so obi¢ajno podvrzene razgradnji v zgornjem delu
prebavnega trakta. Razlog za razgradnjo zdravilnih u¢inkovin je najveckrat povezan s pH
vrednostjo ali z encimsko posredovano razgradnjo (Sousa in sod., 2008).

Zdravilne ucinkovine, ki se v telo vnesejo po neki drugi poti (intravensko), ali se v celoti
absorbirajo v zgornjem delu gastrointestinalnega trakta, lahko Se vedno doseZejo spodnje
dele ¢revesa. To se lahko zgodi z izloCanjem ali z difuzijo iz sistemske cirkulacije v
intestinalni prostor, ali pa se zdravilne uc¢inkovine i1zlo¢ijo v Zol¢ in nato sledijo postopku
reciklaze, imenovanem enterohepatsko krozenje (Sousa in sod., 2008). Enterohepatsko
kroZenje je sestavni del ¢loveSke prebave in metabolizma zdravilnih u¢inkovin. OpiSemo
ga lahko kot cikel, sestavljen iz Zolcnega izloCanja topljenca, kateremu sledi Crevesna
reabsorbcija. Odvisno od raztopljene snovi lahko cikli vkljucujejo jetrno konjugacijo in
¢revesno dekonjugacijo (Haiser in Turnbaugh, 2012). Gre za krozZenje, kjer se snovi v
jetrih izlo¢ajo v Zol¢, ta preide v Crevesje, kjer potece reabsorbicija, nato pa se snovi preko
portalnih ven ponovno vrnejo v jetra (Small in sod., 1972). Medtem ko cikli omogocajo, da
se prehranski lipidi preko zol¢nih kislin metabolizirajo do ponovne uporabe, se prav tako
lahko omogoc¢i stik Crevesnih bakterij z intravensko aplicirano ucinkovino (Haiser in
Turnbaugh, 2012).

Nedostopnost ¢loveskega ¢revesa onemogoca direktne raziskave metabolne in ekoloSke
aktivnosti prebavne mikroflore. Idealna metoda, ki bi pojasnila vlogo prebavne flore v
metabolizmu zdravilnih u€inkovin, ne obstaja. Tako je tudi vecina raziskav bolj usmerjenih
v Studijo specificnih znacilnosti ¢revesnega okolja, kot pa v simulacijo celotnega
Cloveskega crevesa. (Holzapfel in sod., 1998). Najpogosteje se uporabljajo in vitro
raziskave, saj so raziskave na ljudeh zamudne in zahtevajo medicinski nadzor in eti¢no
dovoljenje. Najvedji izziv in vitro Studij je simulirati ¢revesno okolje skupaj s Stevilénostjo
in diverziteto mikroorganizmov (Wilson in Nichlson, 2009). NajenostavnejSa izvedba
raziskave metabolizma zdravilnih udinkovin s strani prebavne mikroflore je staticna
paketna kultura (vrste bakterij istega rodu), kjer se lahko uporabi seve bakterij, ki se jih
doda v ustrezen medij, hkrati z zdravilno ucinkovino. Izberejo se ustrezni vzorci in

kvantificira se jim koli¢ina zdravilne u¢inkovine ter njenih metabolitov (Sousa in sod.,
2008).
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Studije kaZejo, da so za metabolizem ksenobiotikov odgovorni $tevilni encimi (Haiser in
Turnbaugh, 2012). Najvec¢ji cloveski encimski sistem, ki sodeluje v metabolizmu
zdravilnih ucinkovin, predstavljajo monooksigenaze citkromi P450 (Meyer, 1996). V
presnovi zdravilnih u¢inkovin pa sodelujejo tudi encimi, ki izvirajo iz mikrobne zdruzbe
(Brodie in sod., 1958). Ti lahko s svojim delovanjem vplivajo na farmakokineti¢ne
parametre (Stojancevic¢ in sod., 2013). Tako so encimi iz skupine -glukoronidaz vkljuceni
v dekonjugacijo ksenobiotikov v ¢revesju in dovoljujejo njihovo ponovno absorbcijo v
okviru eterohepatskega krozenja ter tako podaljSajo njihov Cas v telesu (Haiser in
Turnbaugh, 2012). Med pomembnejSe encime, ki so vkljueni v metabolizem
ksenobiotikov spadajo Se B — glukozidaze, azoreduktaze in nitroredoktaze. Prav tako se je
encimska aktivnost prebavne mikroflore izkazala za ucinkovito pri zmanjSanju stranskih
ucinkov kemoterapevtskih zdravil. To je bilo dokazano v Studiji metabolizma
kemoterapevtske zdravilne u€inkovine irinotekan (Haiser in Turnbaugh, 2012).

Na zivalskih modelih (misi, podgane, morski prasicki), je bilo narejenih kar nekaj Studij
metabolizma zdravilnih u¢inkovin s strani prebavne mikroflore. V Stevilnih primerih gre za
reakcije redukcije. Tako so v primeru redukcije azo spojin testirali zdravilne u¢inkovine
prontozil, neoprontozil, sulfasalazin, balsalazid in olsalazin (Sousa in sod., 2008).
Sulfasalazin je sestavljen iz protivnetne spojine 5-aminosalicilne kisline (5-ASA), ki je z
azo vezjo povezana s sulfapiridinom. Omenjeni molekuli sta tudi produkta razpada
sulfasalizina (Haiser in Turnbaugh, 2012). Pri ostalih zdravilnih u¢inkovinah so po
encimski pretvorbi poleg 5-ASA nastali $e sulfanilamid (neoprontozil) in 4-aminobenzoil-
B-alanin (balsalazid). Olsalazin je razpadel na dve molekuli 5-ASA. Pri pretvorbi azo
spojin so sodelovali azoreduktazni encimi, ki jih tvorijo Stevilne prebavne bakterije. Prav
pretvorbi prontozila in neoprontozila v sulfanilamid sta prvi primer pretvorbe predzdravila
v aktivno obliko (Sousa in sod., 2008).

Naslednji primer je uéinkovina digoksin, ki se uporablja za zdravljenje kongestivnega
srénega popuscanja, aritmije in odpovedi srca (DrugBank, 2013) Zdravilna u¢inkovina se
je s pomocjo Crevesnih bakterij pretvorila v reducirane metabolite, ki so imeli precej nizjo
farmakolosko aktivnost (Wilson in Nichlson, 2009). Metabolizem zdravilne uc¢inkovine
digoksin s strani prebavne flore so dokazali tudi z dejstvom, da se je pri peroralnem vnosu
ucinkovine pojavilo veliko ve¢ reduciranih metabolitov, kot pa v primeru, ko je bila
zdravilna u¢inkovina vnesena intravenozno (Sousa in sod., 2008).
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Primer zdravilne ucinkovine, kjer je priSlo do metabolne aktivnosti s strani prebavne
mikroflore mis$i in podgan, je tudi nitrazepam. Ta se je s pomocjo mikroflore pretvoril v 7-
aminonitrazepam in nato v jetrih do 7-acetilaminonitrazepam, ki se je pokazal kot
teratogen (Takeno in sod., 1993). Zdravilna ucinkovina klonazepam pa se je med
metabolizmom pretvorila 7-aminoklonazepam (Elmer in Remmel, 1984). Prebavna flora je
ucinkovala tudi na zdravilno uc¢inkovino misonidazol, ki jo je reducirala do lastnega amino
derivata (Koch in sod., 1980). Zdravilna u¢inkovina omeprazol se je reducirala do sulfid
metabolita, vendar le v pogojih in vitro. V pogojih in vivo pa prebavna flora ni spremenila
oralne farmakokinetike, saj se je vsa spojina absorbirala preden je prispela do Crevesja
(Watanabe in sod., 1995). Pri zdravilni ucinkovini sulfinpirazon se je prebavna flora
ponovno izkazala kot edini nacin reduciranja, produkt metabolizma pa je bil sulfinpirazon
sulfidni metabolit (Strong in sod., 1987, Sousa in sod., 2008).

Vzporedno s Studijo metabolizma sulfinpirazona so znanstveniki pregledali Se reduciranje
ne-steroidne protivnetne zdravilne ucinkovine sulindac. Ugotovili so, da prebavna flora
signifikantno prispeva k nastanku sulindac sulfida, ki nastane z reduciranjem suldinaca, ki
se izloc¢a v Zol¢ (Strong in sod., 1987). Reducirajo¢ metabolizem prebavne mikroflore se je
pokazal tudi pri zdravilnih ucinkovinah zonisamid in metronidazol. Pri prvi je po
reduciranju benzoksazolnega obro¢a nastal 2-sulfomoilacetilfenol (Kitamura in sod.,
1997), pri drugi pa je prebavna flora reducirala imidazolni obro¢ in nastala sta N-(2-
hidroksietil) oksamic¢na kislina in acetamid (Koch in Goldman, 1979).

Redukcija posameznih zdravilnih ucinkovin pa ni edini metabolni proces, s katerim
prebavna mikroflora u¢inkuje na zdravilne u€inkovine. Bakterije v prebavnem traktu so
tako sposobne tudi hidrolize zdravilnih ucinkovin. Hidroliza se je kot primer ucinka
prebavne flore na ucinkovino pokazala pri u¢inkovini laktulozi. Laktulozo v prebavnem
traktu hidrolizirajo razlicne vrste bakterij (Lactobacillus, Bacteroides, E. coli), pri ¢emer
tvorijo mlecno in ocetno kislino, ki se nato v prebavnem traktu znizujejo pH vrednost.
(Peppercorn in Goldman, 1976 cit. po Sousa in sod., 2008). Hidroliti¢en metabolizem so
opazili tudi pri zdravilni u¢inkovini sorivudin, kjer je glavni metabolit (5-(2-bomovinil)
uracil) inaktiviral klju¢ni jetrni encim, imenovan DPD (Okuda in sod., 1998).

Prebavna flora je zmozna tudi odstranjevanja sukcinatne skupine. Primer takega
metabolizma je zdravilna ucinkovina sukcinilsulfatiazol, ki se je pretvoril do aktivnejSe
oblike sulfatiazol, ki ima mocno antibakterijsko delovanje (Poth in sod., 1942 cit. po Sousa
in sod., 2008).
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Prebavna mikroflora ima tudi sposobnost dehidroksilacije. To je bilo dokazano na Studiji
zdravilne uc¢inkovine L-DOPA, ki je naju¢inkovitejSe zdravilo za zdravljenje Parkinsonove
bolezni. Crevesna flora naj bi metabolizirala L-DOPA, s tem se zmanjga koli¢ina zdravila,
ki bi prisla do centralnega zivénega sistema in posledicno nezeleno vplivala na zdravljenje
(Goldin in sod., 1973, Haiser in Turnbaugh, 2012).

Na zdravilno u¢inkovino 5-aminosalicilna kislina je prebavna flora vplivala z acetilacijo
(Delomeénie in sod., 2001), zdravilno u¢inkovino fenacetin pa je bakterijska mikrobiota v
majhnem delezu deacetilirala do p-fenetidina (Smith in Griffiths, 1974). Pri zdravilnih
ucinkovinah ranitidin in nizatidin je priSlo do cepitve N-oksidne vezi s strani prebavne
mikroflore (Basit in Lacey, 2001, Basit in sod., 2004).

Eden od mehanizmov metabolizma zdravilnih u€inkovin s strani prebane mikroflore je
tudi. To se je izkazalo na peptidnih in beljakovinskih zdravilih, kot sta inzulin in kalcitonin
(Tozaki in sod., 1997). Znane so tudi Studije, kjer je Crevesna flora sprozila denitrilacijo.
To je bilo dokazano v §tudiji zdravilnih u¢inkovin gliceril trinitrat in izosorbid dinitrat
(Abu Shamat, 1993). Crevesna flora je delovala tudi na zdravilno uéinkovino
kloramfenikol, in sicer s formacijo amina in hidrolizo amida (Holt, 1967).

Poznanih pa je Se kar nekaj metabolnih reakcij, s katerimi je prebavna mikroflora delovala
na zdravilne uéinkovine. Tako poznamo reakcije odprtja tiazolnega obroca. Primer je
ucinkovina levamisol, pri kateri so se pojavili trije metaboliti z odprtim tiazolnim obrocem
(Shu in sod., 1991). Prebavna mikroflora je z mehanizmom izoksazolne razdruZitve
ucinkovala na zdrvilno u¢inkovino risperidon, kjer je prislo do cepitve benzizoksazolnega
obroca (Meuldermans in sod., 1994). Deglikozilacijo zdravilne uéinkovine s strani
prebavnih bakterij so dokazali na ucinkovini kvercetin-3-glikozid, kjer je nastala 3,4-
dihiroksifenilacetna kislina (Schneider in sod., 2000). Kot mehanizem delovanja je bila
dokazana tudi N-demetilacija in sicer na zdravilni u¢inkovini metamfetamin, kateri se je po
koinkubaciji z Crevesnimi bakterijami po vecini pretvoril v amfetamin (Caldwell in
Hawksworth, 1973).

Bakterijska mikroflora je metabolizirala tudi $e druge zdravilne ucéinkovine, vendar pa
mehanizem delovanja ni povsem pojasnjen ali pa je prislo do kemijske pretvorbe. Tako se
je kalijev oksalat pretvoril v cianuri¢no kislino (Yoshisue in sod., 2000), flucitozin se je
pretvoril v 5-fluorouracil (Vermes in sod., 2003), pri ucinkovini hesperidin je prislo do
pretvorbe v hesperitin (Lee in sod., 2004), sojin izoflavonoid daidzein pa se je pod vplivom
bakterijske mikroflore pretvoril v ekvol in dihidrodaidzein (Rafii in sod., 2004, Haiser in
Turnbaugh, 2012).
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2.3 BAKTERIJE RODU LACTOBACILLUS

Bakterije rodu Lactobacillus so po Gramu pozitivni, nesporogeni mikroorganizmi. Glede
na celicne oblike se lahko pojavljajo v obliki palck ali kokobacilov. So fermentativni,
mikroaerofilni kemoorganotrofi, kar pomeni, da potrebujejo za rast bogato gojis¢e. So
katalaza negativni, Ceprav je pri nekaterih sevih v¢asih prisotna psevdokatalazna aktivnost.
Glede na DNA bazno sestavo genoma imajo vsebnost GC niZjo od 54 % (Felis in
Dellaglio, 2007).

Rod Lactobacillus filogenetsko pripada v deblo Firmicutes, v razred Bacilli in v red
Lactobacillales, v katerem jih uvr$¢amo v najve¢jo druzino Lactobacillaceae. Med
Stevilnimi rodovi te druzine velja omeniti Se rodova Paralactobacillus in Pediococcus, ki
sta najbolj filogenetsko blizu z rodom Lactobacillus (Garrity in sod., 2004). Taksonomska
razdelitev je bila v glavnem narejena na podlagi rezultata analize zaporedja 16S
ribosomalne ribonukleinske kisline (16S rRNK) (Pot in Tsakalidou, 2009).

Naravno okolje bakterij rodu Lactobacillus se zelo razlikuje. Tako najdemo bakterije v
hrani, rastlinah, odplakah, ustih, genitalnem in gastrointestinalnem traktu ljudi in Zivali.
Nekatere bakterije v gastrointestinalnem traktu so koristne za zdravje, in sicer delujejo kot
probiotiki — zivi organizmi, ki v zadostni koli¢ini koristijo zdravju gostitelja (Claesson in
sod., 2007).

Rod Lactobacillus vsebuje 106 veljavno opisanih vrst (Felis in Dellaglio, 2007), po drugih
podatkih pa naj bilo 113 vrst (Pot in Tsakalidou, 2009). Tako je po Stevil¢nosti to najvecji
rod v redu Lactobacillales. Odkritih in opisanih pa je bilo $e kar nekaj novih vrst, vendar
Se niso bile potrjene ali pa ¢akajo na publiciranje. Sedem vrst v rodu Lactobacillus obsega
dve ali ve¢ podvrst (Felis in Dellaglio, 2007).

2.3.1 Metabolizem bakterijskih vrst iz rodu Lactobacillus

V grobem vrste Lactobacillus glede na metabolizem ogljikovih hidratov delimo na:

¢ obligatno homofermentativne laktobacile: ti so sposobni pretvarjati heksoze skoraj
izkljuéno v mle¢no kislino po Embden-Meyerhof-Parnasovi (EMP) metabolni poti,
medtem, ko pentoze in glukonate ne fermentirajo zaradi pomanjkanja fosfoketolaz;

o fakultativno heterofermentativne laktobacile: ti so sposobni razgrajevanja heksoz
do mlec¢ne kisline preko EMP metabolne poti hkrati pa so tudi sposobni
razgrajevanja pentoz in glukonatov, saj posedujejo tako aldolaze kot tudi
fosfoketolaze;
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e obligatno heterofermentativne laktobacile: ti razgrajujejo heksoze preko
fosfoglukonatne poti in tvorijo mle€no kislino, etanol ali ocetno kislino ter ogljikov
dioksid; po podobni poti razgrajujejo tudi pentoze.

(Felis in Dellaglio, 2007).

V  mlecnokislinskih bakterijah je metabolizem laktoze dale¢ najbolj preucevan
metabolizem disaharida, saj je laktoza glavni ogljikov hidrat v mleku. VVzporedno z laktozo
in glukozo, katero razgrajujejo po EMP-metabolni poti, so nekatere vrste iz rodu
Lactobacillus sposobne razgrajevanja ostalih ogljikovih hidratov, kot so maltoza, fruktoza,
razne pentoze s pomocjo encimov fosfoketolaz. Vire energije pa lahko nekateri sevi vrst
Lactobacillus pridobivajo tudi z razgradnjo citrata (Pot in Tsakalidou, 2009).

Prvi pomemben metabolni sistem rodu Lactobacillus v presnovi hrane je katabolizem
ogljikovih hidratov. Mle¢nokislinske bakterije imajo enormno kapaciteto razgrajevanja
razlicnih ogljikovih hidratov. Glavni produkt razgradnje Stevilnih ogljikovih hidratov je
mle¢na kislina. Bakterije rodu Lactobacillus se lahko prilagodijo razlicnim pogojem in
ustrezno spremenijo svoj metabolizem. Dolga leta je taksonomija rodu Lactobacillus
temeljila na tipu presnove sladkorjev (Pot in Tsakalidou, 2009).

Drugi veliki metabolni sistem rodu Lactobacillus je proteoliti¢ni sistem, ki velja za najbolj
zapletenega. Splosno znano je, da imajo mlecnokislinske bakterije omejene sposobnosti
sintetiziranja esencialnih aminokislin, ki so nujne za njihovo rast (Pot in Tsakalidou,
2009). Mlecnokislinske bakterije imajo proteoliti¢ni sistem sposoben hidrolize prehranskih
beljakovin do peptidov in aminokislin (Génzle in sod., 2007).

Tretji metabolni sistem pa je lipoliticni sistem. S pomocjo lipolitiénih encimov lahko
razgrajujejo trigliceride, proste mascobne kisline nato pa do metil ketonov, laktonov,
tioestrov, keto in hidroksi kislin. (Pot in Tsakalidou, 2009).
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2.3.2 Metabolizem zdravilnih u¢inkovin s strani bakterij rodu Lactobacillus

Opisanih je kar nekaj razliénih mehanizmov s katerimi bakterije rodu Lactobacillus
vplivajo na zdravilne ucinkovine. Eden takSnih je sposobnost vezave oz. inaktivacije
toksi¢nih spojin, ki jih vsebuje hrana, med njimi pa se nahajajo heterociklicni aromatski
amini, policikli¢ni aromati¢ni ogljikovodiki, mikotoksini in reaktivne kisikove spojine
(Fuchs in sod., 2007; Knassmiiller in sod., 2001). Vpliv na omenjene spojine so opazili pri
ve¢ sevih vrst Lactobacillus. Doloceni sevi vrst Lb. casei so tako sposobni vezati triptofan-
2-pirofosfat (Trp-2-P), vezava je odvisna od pH vrednoti, mehanizem detoksifikacije pa
naj bi bil povezan s mehanizmom kationskega izmenjevalca (Knassmuiller in sod., 2001).
Uspesno vezavo Trp-2-P so ugotovili tudi pri sevih vrste Lb. acidophilus (Orrhage in sod.,
1994), ki je mo¢no zmanjsal tudi koncentracijo oharotoksina A (> 90 %) (Fuchs in sod.,
2007). Zelo velik vpliv na omenjeno spojino pa so odkrili tudi pri sevih vrst Lb. plantarum
in Lb. rhamnosus (Piotrowska in Zakowska, 2005). Pri sevu vrste Lb. gasseri naj bi za
vezavo heterocikli¢nih aminov bili odgovorni deli ogljikovih hidratov v celi¢ni steni (Stidl
in sod., 2008), dokazano pa je bilo z vezavo molekule triptofan-1-pirofosfat (Trp-1- P)
(Knassmaller in sod., 2001). Sev vrste Lb. rhamnosus je z nekovalentno vezavo najbolje
vezal Aflatoksin B;, ki velja za enega najbolj nevarnih kancerogenov (Fuchs in sod.,
2007).

Med mehanizmi vplivanja sevov rodu Lactobacillus na zdravilne ucinkovine so tudi
kemijske reakcije, katerih produkt je pogosto H,S (Mikov, 1994). Pomemben mehanizem
razgradnje zdravilnih ucinkovin so tudi encimske reakcije, katere prispevajo sevi rodu
Lactobacillus (Ganzle in sod., 2007).

2.4 PROBIOTIKI

Etimolosko prihaja izraz probiotik iz Gr§€ine, pomenil pa naj bi »za zivljenje«. Definicija
probiotikov se je skozi Cas razvijala vzporedno z ve¢jim zanimanjem za uporabo Zzivih
bakterijskih dodatkov in v zvezi z napredkom, dosezenim pri razumevanju njihovega
mehanizma delovanja (Kechagia in sod., 2013). Probiotiki so zivi mikroorganizmi, ki so se
v ustreznem odmerku izkazali kot koristni za gostiteljski organizem. Stevilne raziskave so
podkrepile vlogo probiotikov kot ucinkovitih dejavnikov za spreminjanje Crevesnega
mikrobnega ravnovesja in zmanj$anja $tevilnih kroni¢nih ¢revesnih bolezni (Arora in sod,
2013).



Zerjav D. Izolacija in identifikacija metabolitov nitrendipina,... r{lleénokislinskih bakterij. 14
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Zivila, ki vsebujejo probiotiéne mikrobe, na Japonskem trzijo ze od leta 1920. Prve
bakterije, ki so jih uporabili v probioticne namene, so pripadale vrstam Lactobacillus
acidophilus in Lactobacillus casei, katere so bile sestavine fermentiranih mle¢nih izdelkov.
Danes je Stevilo mikrobnih sevov, ki so vkljuceni v probioti¢ne izdelke silno naraslo,
vendar pa fermentirani mle¢ni izdelki Se vedno predstavljajo glavnino probiti¢nih izdelkov.
Probioti¢ne bakterije so vklju¢ene tudi v ostale izdelke, kot so razli¢ni nefermentirani
mlecni izdelki, napitki iz sirotke, skute, siri, sadni sokovi, sadne juhe, pripravki za
dojencke, vklju€eni pa so tudi v farmacevtske pripravke (Svensson, 1999).

Probiotiki imajo razlicne mehanizme delovanja, ¢eprav ti pogosto $e niso popolnoma
pojasnjeni. Tako so probiotiki sposobni tvorbe bakteriocinov in kratko veriznih mascobnih
kislin ter nizanja pH vrednosti v ¢revesju (Kechagia in sod., 2013). Probiotiki lahko
izboljSajo imunski sistem gostitelja. S pricvrstitvijo na epitelne celice prepre€ijo vezavo
drugim, patogenim mikroorganizmom. Prav tako lahko krepijo ali obnavljajo epitelno
bariero. UZivanje probiotikov lahko prav tako prepreci drisko ali jo omili, saj driska
zmanjSuje Stevilo bakterij, zlasti sevov vrst Bifiodobacterium, Lactobacillus in
Bacteroides, kar pa pomeni povecanje Stevila koliformnih bakterij. Probioti¢ni
mikroorganizmi lahko izboljSajo nespecificni imunski odziv. Posredno lahko probiotiki
vplivajo tudi na aktivacijo limfocitov in spodbudijo tvorbo protiteles (McCracken in
Gaskins, 1999).
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2.5 ZDRAVILNE UCINKOVINE

Zdravilne u¢inkovine so substance, ki sprozijo v ¢loveskem organizmu doloceno reakcijo.
V farmacevtski obliki je uc€inkovina nosilka terapevtskega u¢inka. Zdravilne ucinkovine,
katere smo uporabili v prakticnem delu magistrske naloge, so skupaj z njihovimi
lastnostmi predstavljene v Preglednici 1.

Preglednica 1: Pregled uporabljenih zdravilnih u¢inkovin in njihovih lastnosti (DrugBank, 2013).

Ime Nitrendipin Famciklovir Verapamil Raloksifen
Tip majhna molekula majhna molekula majhna molekula majhna molekula
Druga generacija
selektivnih
modulatorjev
Zaviralec kalcijevih Eamciklovir i I estrogensII:_ltr: lecti
kanalov, spoudarjenim amciklovir je analog receptorskih (selective
vazo dilz;tatornim gvanina, protivirusno estrogen receptor
delovaniem. Je zdravilo, ki se uporablja za modulator, SERM) se
antihi ethen.zi'sko zdravljenje razli¢nih Zaviralec kalcijevih uporablja za
Obis sre dStF\)IO Kis eJ od ostalih virusnih okuzb, kanalov, ki spada v preprecevanje
P zaviralcév kalciievih najpogosteje za herpes IV. razred sredstev osteoporoze pri Zenskah
Kanalov razliku'Je v tem. da zoster (pasovec). Je pred proti aritmiji. po menopavzi. Ima
ne zmanjiuje s tf) pnje ' zdravilo penciklovirja z estrogen agonisticne
glomerularne filtracije in je Lz.b(éljsano . ucmkbe Ill.a kosrt]l 1In |
rahlo natriureticen iodostopnostjo. metabolizem holesterola
in estrogen
antagonisti¢ne ucinke na
mlecne Zleze in
maternicno tkivo.
CH. 7 . ("'}
/o I and ' d
Struktura =
T oo
povprecno: povprecno: povprecno: povprecno:
Molekulska | 360,3612 g/mol 321,3318 g/mol 454.6016 g/mol 473.583 g/mol
masa monoizotop: monoizotop: monoizotop: monoizotop:
360,1321364 g/mol 321.143704121 g/mol 454.283157714 g/mol | 473.166079047 g/mol

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 1: Pregled uporabljenih zdravilnih uéinkovin in njihovih lastnosti
(DrugBank, 2013).

Ime Nitrendipin Famciklovir Verapamil Raloksifen
- antihipokalemic¢no
sredstvo
. o - vazodilatatorno - preventivno sredstvo
- antihipertenzi¢no . .
o sredstvo proti osteoporozi
sredstvo - protivirusno sredstvo Lo o .
. : . - antiaritmijsko - selektivni modulatorji
Kategorija | - vazodilatatorno sredstvo, | - predzdravilo . ;
. o s - sredstvo estrogenskih receptorjev
- zaviralec kalcijevih - nukleozidi in nukleotidi : s . .
- zaviralec kalcijevih | - antagonist estrogenskih
kanalov .
kanalov receptorjev
- sredstvo za ohranjanje
gostote kosti
Kemijska
formdla ClBHZONZOG C14H19N504 C27H38N204 C28H27NO4S
2-(3,4-
3-ctil 5-metil 2,6-dimetil- L dimetoksifeni)-5- | »_(4-hidroksifenil)-3-({4-
. . 2-[(acetiloksi)metil]-4-(2- | {[2-(3,4- L
. 4-(3-nitrofenil)-1,4- - o o S e [2-(piperidin-1-

IUPAC ime S L amino-9H-purin-9-il) butil | dimetoksifenil)etil] : e .
dihidropiridin-3,5- iNami il)etoksi]fenil}karbonil)-
dikarboksilat acetat (metif)amino}-2- 1-benzotiofen-6-ol

(propan-2-il)
pentanenitril
. . o .o o | Kateholamini in .
Razred Nitrobenzeni Purini in purinski derivati L Halkoni
derivati
Za zdravljenje in
preprecevanje
Za zdravljenje akutne osteoporoze (pri zenskah
oblike herpesa zoster V menopavzi) in izgube
(pasfavca) in ponovitve Za zdravljenje kostne_ mase zaradi
genitalnega herpesa, pri hipertenzije, angine zdravljenja s
Indikacija Za zdravljenje blage do ljudeh z oslabljenim in preventivio za kortikosteroidi. Tudi za

zmerne hipertenzije

imunskim sistemom, in
zdravljenje ponavljajoce se
razjede na sluznicah
bolnikov, okuZenih z
virusom HIV

preprecevanje
pogostih glavobolov.

zmanjsanje pojavnosti
invazivnega raka na
dojkah pri zZenskah po
menopavzi z
osteoporozo, ki so
podvrzene raku na

dojkah.

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 1: Pregled uporabljenih zdravilnih uéinkovin in njihovih lastnosti
(DrugBank, 2013).

Ime Nitrendipin Famciklovir Verapamil Raloksifen
Nitrendipin, Famciklovir je prekurzor, Verapamil je Raloksifen, SERM iz
dihidropiridinski zaviralec | kar omogoca hitro zaviralec kalcijevih benzotiofenskega
kalcijevih kanal¢kov, se biotransformacijo v kanal¢kov tipa-L, ki razreda, ima ucinek
uporablja samostojno ali aktivno proti virusno pa ima tudi podoben estrogenskemu
skupaj z inhibitorjem spojino penciklovir. antiaritmijsko na kosti in na presnovo
angiotenzinske konvertaze | Penciklovir je protivirusno | delovanje. R- mascob, medtem ko ima
za zdravljenje hipertenzije, | zdravilo, ki ima zaviralni enantiomerna oblika | estrogensko
kroni¢no stabilne angine ucinek proti virusu herpes | je bolj ucinkovita pri | antagonisticen u¢inek na
pektoris in Prinzmentalove | simplex tipa 1 (HSV-1) in | zmanjSevanju prsi in materni¢no tkivo.
oblike angine. Nitrendipin | 2 (HSV-2) in varicela krvnega pritiska od Raloksifen se kemi¢no in
je podoben ostalim zoster virusu (VZV). S-enantiomerne farmakolosko razlikuje
perifernim vazodilatorjem. | Selektivno blokira sintezo | oblike. Vendar pa je od naravno nastalih
Nitrendipin inhibira dotok | in podvojevanje DNK S-enantiomer 20-krat | estrogenov, sintetiénih
zunajceli¢nega kalcija molekule herpes virusa. udinkovitejsi kot R- steroidov in nesteroidnih
preko miokardnih in enatiomer v spojin z estrogenskim
gladko- misi¢nih celi¢nih podaljsanju PR u¢inkom in
membran, po moznosti S intervala pri antiestrogenov. Estrogeni
poskodbo kanal¢ka, zdravljenju motenj igrajo pomembno vlogo
inhibicijo ionsko- srénega ritma. pri reproduktivnem,
nadzorovanih aktivacijskih skeletnem,

Farmako- - . i .

dinamika mehanizmov in/ali z kardiovaskularnem in

oviranjem spros¢anja
kalcija iz
sarkoplazemskega
retikuluma. ZmanjSanje
znotrajcelicnega kalcija
zavira procese kréenja
miokardnih gladkih
misi¢nih celic, povzroca
raz§iritev srénih in
sistemskih arterij, poveca
prenos kisika v miokardna
tkiva, zmanjsa celostno
periferno odpornost in
zmanjsa sistemski krvni
tlak.

centralno-zivénem
sistemu pri zenskah in
delujejo predvsem preko
regulacije genov.
Estrogen ob vezavi na
receptor spremeni obliko
le tega in sprozi
transkripcijo gena preko
specifiénih estrogenskih
odzivnih elementov
promotorja tarnega
gena. Izguba kostne
mase pri zenskah v
menopavzi je povezana z
zmanj$anim delovanjem
jajénikov in znizanjem
ravni estrogena v obtoku.
Prav tako imajo estrogeni
ugoden vpliv na
holesterol v Krvi.

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 1: Pregled uporabljenih zdravilnih u¢inkovin in njihovih lastnosti
(DrugBank, 2013).

Ime Nitrendipin Famciklovir Verapamil Raloksifen
Z deformacijo V celicah okuzenih s HSV- | Verapamil zavira Raloksifen se veze na
kanalkov, zaviranjem | 1, HSV-2inVZV, virusna | napetostno odvisne | estrogenske receptorje, ki
ionsko-nadzorovanih timidin kinaza fosforilira kalcijeve kanal¢ke. | uravnavajo izrazanje vec
aktivacijskih famciklovir v Natanéneje, njegov | estrogensko-reguliranih genov
mehanizmov in/ali monofosfatno obliko, iz udinek na kalcijeve | v razliénih tkivih. Raloksifen
oviranjem spros¢anja katere se s pomocjo kanalcke tipa- L v sprozi na kosti u¢inek
kalcija iz celi¢ne kinaze tvori srcu povzro¢i podoben estrogenu, zmanjsuje
sarkoplazemskega penciklovir trifosfat. In znizanje ionotrofije | resorpcijo kosti in povecuje
retikuluma. Nitrendipin | vitro $tudije so pokazale, in kronotrofije, kar | mineralno gostoto kosti pri
inhibira dotok da penciklovir trifosfat pa povzrodi tudi zenskah po menopavzi, kar
zunajceli¢nega kalcija inhibira HSV-2 DNK znizanje srénega upocasnjuje izgubo kostne
preko celi¢nih polimerazo primerljivo z utripa in krvnega mase. VzdrZzevanje kostne
membran miokardnih deoksigvanozin pritiska. Za mase z raloksifenom in
in Zilnih gladkih miSic. | trifosfatom. Posledi¢no je | mehanizem estrogeni delno poteka preko
selektivno inhibirana delovanja nadzorovanja irazanja
sinteza in podvojevanje verapamila pri rastnega faktorja B3 (TGF-B3),
virusne DNK. pogostih glavobilih | ki je protein kostnega matriksa
se predvideva, z antiosteollasti¢nimi
povezava z lastnostmi. Raloksifen aktivira
zaviralnim uéinkom | TGF-B3 po poteh, ki so
na kalcijeve posredovane z estrogenskim
kanalcke, vendar pa | receptorjem in vkljucujejo
Mehanizem se Se ne ve to¢no DNK zaporedje, za razliko od
delovanja kateri podtip estogenskih odzivnih

kanalckov je
vkljucen.

elementov. Zdravilo se veze
tudi na receptor estrogena in
deluje kot agonist na
preosteoklasticne celice, kar
vodi v zaviranje njihove
proliferativne zmoznosti. S
tem prispeva h kostni
resorpciji. Raloksifen
izraZaantagonisti¢en
estrogenski u¢inek na tkivo
mleénih zlez in zavira
uterotropicen odziv na
estrogen. V reproduktivnem
tkivu onemogoca prepisovanje
genov, ki vsebujejo
estrogenski odzivni element.
Raloksifen zavira tudi
estradiol odvisno proliferacijo
¢loveskih mle¢nih tumorskih
celic »in vitro«. Razlika v
delovanju med posmeznimi
tkivi ni povsem pojasnjena.

se nadaljuje




Zerjav D. Izolacija in identifikacija metabolitov nitrendipina,... r{lleénokislinskih bakterij.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Nadaljevanje Preglednice 1:

(DrugBank, 2013).

19

Pregled uporabljenih zdravilnih uéinkovin in njihovih lastnosti

Ime Nitrendipin Famciklovir Verapamil Raloksifen
Metabolizem | ni podatka jetrni ni podatka jetrni
Simptomi prevelikega
odmerka vkljucujejo
zaprtje, drisko, omotico, LDsq=8 mg/kg
Toksi¢nost ni podatka utrujenost, povisano (podatek pri ni podatka
telesno temperaturo, miskah)
glavobol, slabost in
bruhanje
Razpolovna ni podatka 10 ur 2,8-7,4 ure 27,7 ur
doba
Lipofilnost 2,88 0,6 3,79 5,2

molekule (log
P)
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3 MATERIALI IN METODE

Laboratorijsko delo v okviru magistrske naloge je zajemalo tri sklope dela.
I.  Mikrobioloski del:

Bakterijske kulture smo razmazali na trdno gojis¢e MRS in inkubirali, da so izrasle
posamezne kolonije. Te smo uporabili za pripravo prekonoc¢ne kulture v teko¢em gojiscu.
Prekonocno kulturo smo precepili v sveze gojisce in inkubirali do Zelene opti¢ne gostote.
Nato smo kulturam dodali zdravilno uéinkovino. Po dodatku zdravilne u¢inkovine smo
kulture inkubirali Se eno uro. Sledila je filtracija, supernatant smo odstranili in shranili v
zamrzovalni skrinji pri temperaturi -20 °C do analize.

Il.  Analitski del:

Shranjene vzorce smo odmrznili in jih pripravili za analizo. Sledila je analiza s pomocjo
LC-MS/MS metode.

I1l.  Statisti¢ni del:

Dobljene rezultate smo predstavili v grafi¢ni obliki. S statisti¢énimi testi v racunalniskem
programu GraphPad Prism 6 smo rezultatom dolo¢ili signifikanco in stopnjo signifikance.
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3.1 MATERIALI

3.1.1 Bakterijski sevi

V raziskovalnem delu smo uporabili 10 sevov mleénokislinskih bakterij rodu
Lactobacillus:

e Lactobacillus bulgaricus (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC

11842),

e Lactobacillus casei (Lactobacillus casei subsp. casei ATCC 393),

e Lactobacillus paracasei (Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 5622),

e Lactobacillus gasseri (ATCC 20243),

e Lactobacillus plantarum (ATCC 8014),

e Lactobacillus reuteri (ATCC 55730),

e Lactobacillus salivarius (LMG 9477),

e Lactobacillus rhamnosus (ATCC 53103),

e Lactobacillus acidophilus (ATCC 3456),

e Lactobacillus gasseri K7(CCM 7710).

Vsi sevi so shranjeni na Odseku za biotehnologijo na Institutu »Jozef Stefan«, prejeli pa
smo jih iz zbirke mikroorganizmov InStituta za mlekarstvo in probiotike BiotehniSke
fakultete.

3.1.2 Trdno in tekoce gojis¢e MRS

V postopku testiranja sevov smo uporabili trdno in tekoce gojis¢e MRS. Gojis¢a smo
pripravili po naslednjem postopku:

Po navodilih proizvajalca smo odtehtali 52,2 g gojis¢a MRS (Merck) in dolili destilirano
vodo do 1000 ml. Gojis¢e smo premesali na magnetnem mesalu tako, da smo dobili bistro
raztopino. V primeru priprave trdnega gojis¢a smo dodali 15 g agarja (Sigma). Sledila je
sterilizacija gojiS€a v avtoklavu pri temperaturi 121 °C, nadtlaku 1 bar za 20 min. Gojisce,
ki smo mu dodali agar smo po sterilizaciji ohladili na magnetnem mesalu na priblizno 50
°C in razlili v petrijeve plosce. Plos¢e z gojis¢éem smo pustili v laminariju, da se je gojisce
popolnoma strdilo. Plos¢e s trdnim gojis¢em smo nato shranili v hladni sobi na 4 °C do
uporabe in sicer ne dlje kot 30 dni. Po priblizno 30 dneh smo stare plos¢e zavrgli in
pripravili nove. Tekoce gojisc¢e pa smo po sterilizaciji shranili v hladilniku na 4 °C do
uporabe.
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3.1.2.1 Trdno MRS gojisce

Trdno gojis¢e MRS smo uporabili za prvo nacepitev/ozivitev bakterij.

Preglednica 2: Sestavine trdnega gojis¢a MRS

Sestavina Koncetracija v gojis¢u (g/L) Proizvajalec
MRS 52,2 Merck

Agar 15,0 Sigma
destilirana voda do 1000 ml

*Sterilizacija je potekala 20 min pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1 bar.
3.1.2.2 Teko¢e MRS gojisce

Tekoce gojis¢e MRS smo uporabili za pripravo prekonoé¢nih kultur, delovnih kultur in za
redCenje vzorca pri merjenju opticne gostote (OD).

Preglednica 3: Sestavine tekocega gojis¢a MRS

Sestavina Koncetracija v gojis¢u (g/L) Proizvajalec
MRS 52,2 Merck
destilirana voda do 1000 ml

* Sterilizacija je potekala 20 min pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1 bar.

3.1.3 Zdravilne uéinkovine

V Preglednici 4 so predstavljene vse zdravilne ucinkovine, katere smo dodali kulturam
bakterij, ko so dosegle opti¢no gostoto OD ~ 2,0. Vsaka zdravilna ucinkovina je bila
dodana bakterijskim kulturam loc¢eno.

Preglednica 4: Pregled uporabljenih zdravilnih u¢inkovin

Zdravilna uc¢inkovina Koncentracija v gojis¢u [pg/ml]

raloksifen 5
nitrendipin 5
verapamil 5
famciklovir 5
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3.1.4 Pufri za umerjanje pH metra

Pufri za umerjanje pH metra so predstavljeni v Preglednici 5.

Preglednica 5: Pregled uporabljenih pufrov

Pufer

Proizvajalec

pufer za umerjanje 4,01
pufer za umerjanje 9,21
pufer za umerjanje 7,00

Metler-Toledo, AG
Metler-Toledo, AG
Metler-Toledo, AG

3.1.5 Aparature in ostala laboratorijska oprema

V Preglednici 6 je predstavljena vsa laboratorijska oprema in naprave, katere smo uporabili

pri svojem delu.

Preglednica 6: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili med poskusom

Oprema Tip, proizvajalec
tehtnica 200A, Tehtnica
avtoklav

petrijeve plosce
zobotrebci

vrtinCasto mesalo (vortex)
inkubator (37 °C)

Kivete

spektrofotometer
centrifuge

brizge

filter 0,2 pm

pipete

zamrzovalna skrinja

LC/MS/MS

brezprasna komora
magnetno mesalo
pH meter

epruvete velike
epruvete male

epruvete s stransko
cevko

laboratorijske steklenice

Vibromix 10, Tehtnica
Binder

biorad

Lambda Bio +, PerkinElmer
SorvallRC5C PLUS
Rotanda 460 R, Hettich
10ml, brand

Minisart, Sartorius Stedim
Eppendorf

Agilent 1290 Infinity LC +
Agilent 6460 MSD

Labcaire

Rotamix SHP-10, Tehtnica
SevenEasy, Mettler Toledo
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Nadaljevanje Preglednice 6: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili med poskusom

Oprema Tp, proizvajalec

plinski gorilnik

parafilm

kovinska eza za precepljanje

steklene viale

papirnate brisace Paloma

3.2 METODE

3.2.1 Ozivljanje bakterij s cepljenjem zamrznjene kulture na trdno gojis¢e MRS

Sevi so bili do uporabe shranjeni v delovni zbirki v zamrzovalni skrinji na -80 °C
Mikrocentrifugirko s sevom smo vzeli iz zbirke in jo postavili na led. Tako smo preprecili
nezeleno odtajanje zamrznjene kulture, saj bi to lahko povzrocilo poskodbe ali odmiranje
celic ob ponovnem zamrzovanju. Mikrocentrifugirko smo nato ob plinskem gorilniku
sterilno odprli. S vro¢o ezo smo iz mikrocentrifugirke odvzeli del kulture in jo razmazali
na trdno gojis¢e MRS. Mikrocentrifugirko smo po odvezmu kulture zaprli in prenesli nazaj
v zamrzovalno skrinjo na -80 °C. Nacepljene agarne plos¢e smo zavili s parafilmom, jih
inkubirali 3 dni pri temperaturi 37 °C, da so izrasle kolonije, nato pa shranili v hladilniku.

3.2.2 Priprava prekono¢nih kultur

V epruvete smo sterilno prelili 5 ml tekocega gojis¢a MRS. Petrijeve plosce z izraslimi
kolonijami smo ob plinskem gorilniku sterilno odprli ter poiskali posamezne kolonije. V
tekoce gojis¢e MRS smo prenesli eno samo izraslo kolonijo dolo¢enega seva. Za prenos
kolonije iz trdnega gojis¢a v tekoCe gojisce smo uporabili sterilni zobotrebec in pinceto.
Prenos kolonije iz trdnega v tekoce gojisCe je potekal v sterilnem okolju ob plinskem
gorilniku. Z zobotrebcem, katerega smo na enem koncu drzali s sterilno pinceto, smo se
dotaknili osamljene kolonije in jo prenesli v epruveto s teko¢im gojis¢em MRS. Vsebino
epruvete smo premesali na vrtinénem mesalniku. Nacepljena tekoca gojis¢a smo nato cez
no¢ inkubirali na 37 °C.
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3.2.3 Priprava delovne kulture

Prekono¢no kulturo smo uporabili kot inokulum za pripravo delovne kulture. Od kolicine
oziroma koncentracije inokuluma je odvisna hitrost in ¢as rasti bakterijske kulture.
Inokulum smo nacepili v tekoce gojis¢e MRS ob redcitvi 1:100 in 1:20. Tako smo v 10 ml
gojis¢a MRS nacepili 100 pl oziroma 500 ul prekonoc¢ne kulture. Nacepljene bakterijske
kulture smo nato gojili pri temperaturi 37 °C in spremljali ¢as, da se je mikrobna
populacija namnozila do vrednosti opti¢ne gostote OD ~ 2. Za nadaljnje delo smo uporabili
redcCitev, pri kateri so bakterijske kulture zrasle do opti¢ne gostote OD ~ 2 v sprejmljivem
¢asu (priblizno 8 ur).

3.2.4 Nacepitev in gojenje delovne kulture

Za pripravo delovne kulture smo tekoce gojis¢e MRS cepili s prekono¢no kulturo v
red¢itvi 1:20. Majhne epruvete s prekonocno kulturo smo premesali na vrtincnem mesalu
(vortex), da smo dobili homogeno zmes. Nato smo pripravili velike epruvete s po 10 ml
tekoCega gojis¢a MRS. Tekoce MRS gojis¢e smo pipetirali v epruvete sterilno ob ognju
plinskega gorilnika. Nato smo odpipetirali 500 ul prekono¢ne kulture v 10 ml tekocega
gojis¢a MRS, premesali na vrtinénem mesalu in zlozili na stojalo. Delovne kulture sevov
smo pripravili v treh paralelkah zaradi ugotavljanja ponovljivost znotraj posameznega
seva. Nacepljena gojis¢a smo nato inkubirali na 37 °C. Ker smo vsem kulturam sevov
zeleli dodati zdravilno uc¢inkovino pri enakih pogojih, saj le tako lahko delamo primerjavo
med njimi, smo vse gojili do opti¢ne gostote OD ~ 2,0.
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3.2.5 Merjenje opti¢ne gostote s spektrofotometrom

3.2.5.1 Priprava vzorca

Merjenje opticne gostote je potekalo s spektrofotometrom PerkinElmer Lambda BIO pri
valovni dolzini 600 nm. Opti¢no gostoto kultur sevov smo merili med inkubacijo in sicer
vsakih 30 min. Epruvete s kulturami posameznih sevov smo vzeli iz inkubatorja in vsebino
premesali na vrtincnem mesalu. 1z epruvete smo v brezprasni komori vzeli 200 pl vzorca
in ga prenesli v kiveto. Pri nalivanju teko¢in v kivete smo bili pozorni, da se nismo dotikali
oznacenih ploskev, saj bi s tem umazali ploskev in meritev ne bi bila pravilna. V kiveto
smo dodali Se 600 pl svezega tekocega gojis¢a MRS ter dobro premesali. Tako sSmo vzorec
4-krat redcili. Pred meritvijo je potrebno spektrofotometer ustrezno pripraviti. Za
spremljanje rasti mikrobne populacije se obic¢ajno uporablja svetloba valovne dolzine 600
nm. Tako je potrebno spektrofotometer najprej nastaviti na ustrezno valovno dolzino. Nato
je potrebno posneti slepi vzorec, s katerim primerjamo izbrane vzorce. V naSem primeru
smo kot slepi vzorec uporabili 800 ul sveZega tekoCega gojis¢éa MRS, katerega smo nalili v
svezo kiveto. Kiveto napolnjeno samo z gojis¢em MRS smo vstavili v spektrofotometer in
izmerili opti¢no gostoto. Izmerjeno vrednost smo naravnali na vrednost 0, kar je sluzilo kot
referen¢na vrednost. Nato smo v spektrofotometer vstavili kiveto s posameznim vzorcem
in ponovno izmerili vrednost opticne gostote. Spektrofotometer primerja izmerjeno
vrednost vzorca z referencno vrednostjo. Glede na to, da je bil posamezen vzorec v kiveti
4-krat red¢en, smo izmerjeno vrednost pomnozili s 4 in dobili dejansko vrednost opti¢ne
gostote vzorca. Gojenje sevov smo prekinili, ko je mikrobna populacija dosegla opti¢no
gostoto priblizno OD = 0,500.

3.2.5.2 Princip merjenja opti¢ne gostote

Pri merjenju opti¢ne gostote gre v osnovi za merjenje razprSene svetlobe, ki nastane pri
obsevanju bakterijskih celic z virom svetlobe. Svetloba, ki se ne razprsi, preide do
detektorja. To se predstavi kot meritev absorbance. Gostota bakterijskih celic vpliva na
koli¢ino razprSene svetlobe in na koli¢ino svetlobe, ki preide do detektorja. Posledi¢no je
absorbanca sorazmerna z gostoto in koncentracijo vzorca ter hkrati obratno sorazmerna
prepustnostjo. Matlock in sod., 2011).

Osnovni princip potovanja svetlobe skozi vzorec in absorbance je prikazan tudi na Sliki 1.
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detektor

detektor

vir svetiobe

Slika 1: Prikaz sipanja svetlobe v spektrometriji (Matlock in sod., 2011).

A: vzorec brez sipanja svetlobe, duSenje svetlobe med svetlobnim virom in detektorjem povzroca
absorbanco svetlobe v vzorcu; B: vzorec s sipanjem svetlobe (npr. bakterijska kultura), svetlobno
doseganje detektorja je Se dodatno zniZano zaradi sipanja svetlobe, to zniZanje svetlobnega doseganja
detektorja ustvari iluzijo poviSanja absorbance vzorca

3.2.6 Dodatek zdravilne uéinkovine in koinkubacija bakterijske kulture z zdravilno
ucinkovino

Ko je bakterijska kultura dosegla opti¢no gostoto OD ~ 2,0, smo ji dodali posamezno
zdravilno ucinkovino. Posameznim sevom proucevanih laktobacilov smo lo¢eno dodali
zdravilne ucinkovine raloksifen, verapamil, nitrendipin in famciklovir. Kon¢na
koncentracija zdravilne u¢inkovine v gojiscu z bakterijsko kulturo je bila 5 pg/ml. Dodatek
zdravilne ucinkovine gojis¢u z bakterijsko kulturo je potekal v sterilnem okolju v
brezprasni komori. V epruveto z gojis¢em smo s pipeto dodali 100 pl zdravilne u¢inkovine
iz zaloZne raztopine. ZaloZne raztopine zdravilnih uc¢inkovin so bile do uporabe shranjene
v hladilniku, ker so pri vi§jih temperaturah nestabilne. Po dodatku zdravilne u¢inkovine
smo epruveto sterilno zaprli, premesali na vrtinénem mesalu in postavili v inkubator na 37
°C. Koinkubacija zdravilne u¢inkovine z bakterijsko kulturo je trajala 1 h.
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3.2.7 Locevanje supernatanta od trdnega dela brozge in shranjevanje vzorcev

Po koinkubaciji zdravilne u¢inkovine z bakterijsko kulturo smo analizirali samo spojine, ki
so se nahajale oz. so se izloCile v gojis€e (ekstracelularna vsebina) med tem, ko
intracelularne vsebine bakterij nismo analizirali. Zato smo morali brozgo lo¢iti na trdni in
tekocCi del. To smo storili v dveh korakih, in sicer s centrifugiranjem in s filtracijo skozi
0,22 um filter.

Po koinkubaciji sevov bakterijskih kultur z zdravilnimi uéinkovinami smo epruvete z
brozgami prenesli v brezprasno komoro. Tu smo brozgo sterilno prelili v plasti¢ne
epruvete in jih tesno zaprli s plastiénimi zamaski. Sledil je prvi del loCevanja tekocega dela
brozge od trdnega in sicer s centrifugiranjem. Centrifugiranje je potekalo v centrifugi
Hettich Rotanda 460 R ali v centrifugi SorvallRC5C PLUS. Brozge smo centrifugirali 10
min pri 4000 obr/min in pri temperaturi 4 °C. Nizka temperatura med centrifugiranjem je
pomembna, da prepre¢imo morebitno razpadanje nastalih produktov, ki so nastali v brozgi
in so neobstojni pri vi§jih temperaturah. Po centrifugiranju smo supernatant odlili v 10 ml
injekcijske brizge, katere so imele na spodnji strani pritrjen 0,22 um filter MiniSart. S
filtracijo smo iz supernatanta odstranili Se morebitne preostale bakterijske celice, ki se med
centrifugiranjem niso posedle ali pa so se med odlivanjem v injekcijsko brizgo iz peleta
izlo¢ile v supernatant. Odstranjevanje bakterijskih celic iz brozge je predvsem pomembno
zaradi nadaljnje analize na masnem spektrometru, Kjer lahko trdni delci prikazejo lazen
rezultat ali pa celo zamasijo aparaturo.

Supernatante vzorcev smo do analize shranili na -20 °C.

3.2.8 Odstranjevanje ostankov vzorcev in ostalega uporabljenega materiala

Po centrifugiranju in filtriranju smo epruvete s peletom dali v posebno vrecko za odpad.
Prav tako smo v to vrecko dali injekcijske brizge skupaj z 0,22 um filtri in vse uporabljene
nastavke za pipetiranje. Te vreCke smo dali v vecjo vreco, katera je namenjena za odpadke.
Ti odpadki se avtoklavirajo, preden se odvrzejo v smeti.

Steklene epruvete, v katerih je potekala priprava delovnih kultur in majhne epruvete s
ostanki prekonoc¢nih kultur, smo avtoklavirali. Steklovino s preostaolimi bakterijami smo
skrbno oznacili z vrsto bakterije, koli¢ino in poreklom. Tako smo zagotovili, da je bila
steklovina z bakterijskimi kulturami pravilno avtoklavirana. Steklene epruvete so nato
pomili in ponovno sterilizirali za vnovi¢no uporabo.
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3.2.9 Dolocanje rastne krivulje proucevanih sevov laktobacilov

Vzporedno z nacepitvijo gojis¢éa MRS za pripravo delovne (3.2.4 Nacepitev in gojenje
delovne kulture) smo prekonoé¢ne kulture (3.2.2 Nacepitev prekono¢ne kulture) nacepili Se
v 10 ml tekoCega gojis¢a MRS v epruvete s stransko cevko. Tudi te epruvete smo
inkubirali v inkubatorju na 37 °C. Postopek gojenja posameznega seva v epruvetah s
stransko cevko je bil enak kot pri navadnih epruvetah (postopek je opisan v tocki 3.2.4
Nacepitev in gojenje delovne kulture). Tekom gojenja smo veckrat izmerili opti¢no gostoto
kulture. Merjenje opti¢ne gostote se je tu nekoliko razlikovalo od merjenja opti¢ne gostote
pri navadnih epruvetah (3.2.5.1 Priprava vzorca). Tu smo namre¢ izvajali meritve brez
odvzemanja vzorca in brez posega v brozgo. Opti¢no gostoto smo tako merili direktno v
epruveti. Pri tem smo vsebino epruvete s stransko cevko premesali na vrtincnem meSalu
tako, da smo dobili homogeno zmes. Nato smo epruveto rahlo nagnili in s tem omogocili,
da se je del brozge pretocil v stransko cevko. Epruveto smo s stransko cevko navzdol
postavili v spektrofotometer v odprtino za kivete. Za uspesno meritev opticne gostote je
pomembno, da je stranska cevka na epruveti vstavljena ¢im bolj navpi€no. Prav tako se
epruveta s stransko cevko med merjenjem opti¢ne gostote ne sme premikati, saj bi bila
lahko meritev nepravilna. Opti¢no gostoto smo tudi za dolo¢anje rastne krivulje merili pri
valovni dolzini 600 nm. Prav tako pa smo pred zacetkom meritev spektrofotometer
naravnali na vrednost 0 s slepim vzorcem. Slepi vzorec je tudi v tem primeru predstavljalo
tekocCe gojisce MRS, katerega smo zaradi lazje primerljivosti natocili v epruveto s stransko
cevko.

Meritve smo izvajali v razli¢nih ¢asovnih intervalih od zacetka gojenja, zanimalo pa nas je
predvsem, koliko ¢asa potrebuje posamezen sev, da mikrobna populacija zraste do opti¢ne
gostote OD ~ 2,0, pri kateri smo prenehali z meritvami. Zaradi statisticne primerljivosti
smo posamezen sev gojili vzporedno v dveh paralelkah.
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3.2.10 Merjenje pH vrednosti

Pred koinkubacijo proucevanih sevov z razli¢nimi zdavilnimi ué¢inkovinami smo vzorcem
izmerili pH vrednosti. Za merjenje pH vrednosti smo uporabili vzorce, ki so bili namenjeni
za dolocanje rastne krivulje iz tocke 3.2.9 Doloc¢anje rastne krivulje, ko so le ti dosegli
opticno gostoto OD = 2,0. Vrednost pH smo merili s pH metrom Metler Toledo,
SevenEasy. Pred merjenjem pH vrednosti kulture, je potrebno pH meter umeriti. S tem
povezemo vrednosti izmerjene s pH metrom z njihovimi realnimi vrednostmi. pH meter
smo umerili v 3 toc¢kah, in sicer pri vrednostih 4,01, 9,21 in 7,00. Umerjanje pH metra je
potekalo po protokolu kot ga je predvidel proizvajalec pH metra.

Po umeritvi pH metra smo merili pH vrednosti vzorcev ter gojis¢a MRS brez bakterij. Po
meritvi posameznega vzorca smo pH elektrodo vedno sprali s destilirano vodo in jo
obrisali v papirnate brisace. Tako smo dosegli pravilne meritve pH vrednosti posameznih
vzorcev, saj na pH elektrodi ni bilo ostankov predhodnega vzorca, ki bi lahko vplival na
meritev. Po kon¢anih meritvah smo pH elektrodo pustili v 3M KCI.

3.2.11 Analiza vzorcev z LC-MS/MS

Vzorce, ki so bili po centrifugiranju shranjeni na -20 °C (3.2.7.2 Locevanje trdnega in
tekocega dela brozge), smo nekaj Casa pustili stati na sobni temperaturi, da so se odtalili.
Nato smo 1 ml posameznega vzorca iz plasticne epruvete prenesli v steklene viale, katere
smo ustrezno oznalili. Viale smo zaprli s plasticnimi zamaski, ki imajo na vrhu gumo,
katera je namenjena za odvzem vzorca med analizo. V analizo smo vkljuéili tudi kontrolo,
kjer je bila posamezna zdravilna ucinkovina dodana v sterilno gojis¢e MRS. Vzorce smo
analizirali s teko¢inskim kromatografom, zaporedno povezanim z masnim spektrometrom.
Analize so potekale na Fakulteti za farmacijo.

Slika 2: Naprava LC-MS/MS (Velika..., 2014)
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3.2.11.1 Princip delovanja LC-MS/MS

V klini¢ni praksi so skoraj vsi masni spektrometri (mass spectrometer, MS) samostojni ali
tandemski modeli selektivnih masnih filtrov (prepuscajo le ione) — kvadropol (quadrupole,
Q), pred katerim je bodisi plinska kromatografija (gas chromatography, GC) ali tekoc¢inska
kromatografija (liquid chromatography, LC). Tandemski MS je sestavljen iz LC na zacetku
in specificnega trojnega kvadropolnega (obi¢ajno imenovan kar tandemski) masnega
spektrometra. LC-MS/MS je merilna naprava, ki v zadnjih petnajstih letih postopoma
nadomesc¢a GC-MS in LC z enojnim kvadropolnim detektorjem masnega spektrometra
(LC-MS). Tandemski masni spektrometer predstavlja danes vecino merilnih naprav v
klini¢nih laboratorijih (Grebe in Singh, 2011).

Masni spektrometer je naprava, ki meri razmerje med maso in nabojem pri vseh nabitih
delcih (skrajSano m/Q, m/q, m/Z ali m/z). V obliki za uporabo v analizi bioloskih vzorcev
sestoji iz Stirth osnovnih komponenet:

1. naprava za dovajanje vzorca, ki posreduje pri prehodu bioloskega vzorca iz trdnega
oz tekoCega stanja v plinasto — temeljni pogoj za vse nadaljnje korake masne
analize,

2. naprava za ionizacijo, ki ionizira vaporizirane bioloSke vzorce,

3. ionska pot, ki prenese ione iz skoraj atmosferskega tlaka vira bioloSkega vzorca v
visoki vakuum dejanskega masnega analizatorja in jih premakne k detektorju, ki jih
locuje glede na njihovo m/Q,

4. ionski detektor za prepoznavo in kvantifikacijo ionov.

(Grebe in Singh, 2011).

Na Sliki 3 je shematsko predstavljeno delovanje LC/MS/MS.

Vir » Ms1@Q1) » Km"“(‘éf)“&enje [ Ms2@3) B Detektor

Slika 3: Shematski prikaz delovanja LC-MS/MS (Grebe in Singh, 2011:3)
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Naprava LC-MS/MS sestoji iz:
e vira ionizacije pri atmosferskem tlaku — obi¢ajno so to -elektroionizacija

(electroionisation, El), elektroionizacija z razprsevalcem (electrospray ionization,
ESI), atmosfersko-tlatna kemijska ionizacija (atmospheric pressure chemical
ionisation, APCI), matricno posredovana laserska desorpcija/ionizacija (matrix
assisted laser desorption/ ionization, MALDI),

e komponente za vstop in osredotoCanje ionov, ki zagotavlja tako prehod ionov iz
atmosferskega tlaka v vakuum, kot tudi osredotocanje ionov,

e prve naprave za masno filtriranje (Q1 na Sliki 3),

e komore za tr¢enje (colision chamber — Q2 na Sliki 3), ki je lahko napolnjena z
nizkotlatnim plinom za disociacije inducirane s tr¢enjem (collision-induced
dissociation, CID),

e druge naprave za masno filtriranje (Q3 na Sliki 3),

e detektorja ionskega ucinka

(Grebe in Singh, 2011).

Vzorec potuje iz LC do masnega spektrometra. Analiza vzorca poteka v dvostopenjskem
masnem spektrometru, ki je povezan z reakcijsko (fragmentacijsko) komoro. Prva stopnja
masnega spektrometra je postavljena/kalibrirana tako, da prepozna specifiéno maso
molekule. Ta molekula nato preide v reakcijsko/fragmentacijsko komoro, kjer pride do
fragmentacije. Fragmenti nato potujejo do druge stopnje masnega spektrometra, ki
identificira h¢erinske/produktne ione (Tobin in sod., 2010).

Trojni kvadropolni masni spektrometer (QQQ) zagotavlja najbolj obcutljivo obliko
kvantifikacije, s pomoc¢jo fragmentacije analitskega prekurzorskega iona, ki ustreza ionu z

ey ee

veckratno spremljanje reakcije (multiple reaction monitoring, MRM). S pridobivanjem
dodatnega signala, ki ustreza naslednjemu ionu z najvisjim signalom (qualifier ion), lahko
pridobimo dovolj informacij za potrditev iskane spojine. Identiteto spojine lahko potrdimo,
e je razmerje med signaloma dveh produkcijskih ionov med kalibracijskim standardom in
neznanim vzorcem enako. Pri vsakem analitu se merita tako quantifier kot tudi qualifier
ion, z zahtevo, da mora biti razmerje qualifier/quantifier znotraj = 20 %, da lahko potrdimo
prisotnost analita v vzorcih. Z uporabo QQQ za pridobitev MRM signalov za iona qualifier
in quantifier lahko kvantifikacijo in potrditev spojine izvajamo socasno (Mohsin in sod,

2007).
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3.2.12 Statisti¢na obdelava rezultatov

Rezultate iz LC-MS/MS smo grafi¢éno obdelali s pomocjo programov Microsoft Excel
2010 in GraphPad Prism 6. S pomocjo programa Microsoft Excel 2010 smo vsebnosti
uredili v preglednice. Program GraphPad Prism 6 pa je sluzil za graficno obdelavo
rezultatov in za izdelavo statisti¢nih testov. Vsebnosti posamezne spojine v vzorcih smo
analizirali s pomocjo t-testa pri 95 % intervalu zaupanja, ki nam je sluZzil pri preverjanju
signifikance, in ANOVA testa, s katerim smo dolo¢i stopnjo signifikance in pridobili
podatke o variabilnosti med vsemi vzorci po koinkubaciji z dolo¢eno zdravilno
uc¢inkovino.

Po ANOVA testu smo pridobili naslednje vrednosti:

e p — vrednost (e je p vrednost nizka pomeni, da se aritmeti¢ne sredine razlikujejo
0z., da se najmanj ena aritmeticna sredina razlikuje od ostalih, ¢e pa je p vrednost
velika pa pomeni, da se aritmeti¢ne sredine ne razlikujejo oz. nimamo prepricljivih
dokazov, da se aritmeti¢ne sredine razlikujejo);

e F- vrednost, ki nam poda podatek o varianci med sevi (v kolikor je varianca med
sevi naklju¢na, potem pricakujemo vrednost F okoli 1,0, v kolikor pa je varianca
vecja od nakljuéno pri¢akovane, pa je F vrednost precej visja);

e stopnja signifikance nam pove ali so razlike med skupinami statisticno znacilne;
(oznaceno z zvezdico (*), pri Cemer Stevilo zvezdic pove stopnjo signifikance; ***
= ekstremno signifikantna razlika (p < 0,001), ** = velika signifikantna razlika
(0,001 < p <0,01), * = signifikantna razlika (0,01 < p < 0,05), X = nesignifikantna
razlika (p > 0,05));

e R?— vrednost, ki je del celotne variance in se nana$a na povpre&ja skupin. R? —
vrednost primerja variabilnost povpre¢ij med skupinami z variabilnostjo znotraj
skupin (velika R? vrednost pomeni, da je velik del variacije povezan z obdelavo, ki
doloca skupine).

(GraphPad..., 2014).
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4 REZULTATI

4.1 OZIVLJANJE SEVOV IN IZGLED KOLONIJ

Plos¢e s trdnim gojis¢em MRS smo nacepili z 10 sevi mle¢nokislinskih bakterij rodu
Lactobacillus, in sicer vrst Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. salivarius, Lb.
gasseri (2 seva), Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. bulgaricus in Lb. paracasei. Pri vseh sevih
smo opazili rast kulture, kar pomeni, da so bili vsi sevi zivi. Prav tako smo pri vseh sevih
opazili posamezne kolonije. Stevilo posameznih kolonij je bilo pri posameznih sevih
razli¢no. Nekateri sevi so tvorili zelo velike in obarvane kolonije (seva vrst Lb. acidophilus
in Lb. salivarius) nekateri pa so po inkubaciji tvorili zelo majhne in skoraj prozorne
kolonije (sev vrste Lb. bulgaricus). Primer razmazov sevov in izraslih kolonij na trdnem
gojis¢u MRS po inkubaciji pri 37 °C, so prikazani na Sliki 4.

Slika 4: lzrasle kolonije sevov Iaktobacil(;\;_ na trdnem gojis¢u MRS po inkubaciji pri 37 °C (od leve
proti desni sevi vrst: Lb. acidophilus, Lb. gasseri (K7), Lb. salivarius, Lb. casei, Lb. bulgaricus)
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4.2 1IZGLED PREKONOCNIH KULTUR

Po inkubaciji sevov v teko¢em gojis¢u MRS na 37 °C, smo epruvete s prekono¢nimi
kulturami primerjali med seboj in ugotovili, da sevi razli¢no hitro rastejo. Bakterijska
kultura je bila v epruvetah razli¢no razporejena. Pri sevih, ki so rasli po¢asneje inkubacijo
podaljsali na 48 ur.

Kulture razli¢nih sevov po 24 in 48 urah inkubacije so prikazani na Slikah 5a in 5b.

5a) 5b)
Slika 5: Sevi vrst Lb. bulgaricus, Lb. casei, Lb salivarius, Lb. gasseri (K7) in Lb. acidophilus

5a: po 24 urah, 5b: po 48 urah gojenja.

Prekonoc¢ne kulture sevov smo pregledali in opisali. Opisi kultur so zbrani v Preglednici 7.
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Preglednica 7: Opisi kultur sevov Lactobacillus v teko¢em gojis¢éu MRS po inkubaciji pri 37 °C
Videz kulture oo Oblika in Gostota Gostota
Sev vrste Oborina celic . P struktura kulture po 24 | kulture po 48
inkubaciji
kulture urah urah
Vecina kulture se Rahla in —
. . Rahlo motno po Y skoraj ni¢ . .
Lb. bulgaricus | je posedla na dno . .. kosmicasta . veliko biomase
celotni prostornini biomase
epruvete kultura
Vsa kultura se je Gosta in
Lb. casei posedla na dno Povsem bistro malo biomase | veliko biomase
trdna kultura
epruvete
Vsa kultura se j . .
L sa kultura se je Kosmicasta | zelo veliko zelo veliko
Lb. salivarius posedla na dno Povsem motno . .
kultura biomase biomase
epruvete
. Vecina kulture se | Ob gladini bistro,
Lb. gasseri . X . Trdna . . .
je posedla nadno | proti dnu vse bolj malo biomase | veliko biomase
(K7) kultura
epruvete motno
Vsa kultur j ladini bistr
Lb. sakulturaseje | Ob g adini bistro, Kosmicasta | skoraj ni¢ L
. . posedla na dno proti dnu epruvete . veliko biomase
acidophillus . kultura biomase
epruvete motno, zelo viskozno
. Vecina kult . .
Lb gasseri 'eeccl)rsl,:dI;l nernsz Povsem motno Kultura tvori veliko biomase zelo veliko
(ATCC 20243) Jep skupke biomase
epruvete
Vecina kulture se Trdna
Lb. paracasei je posedla nadno | Motno kultura malo biomase | veliko biomase
epruvete
Vecina kulture se .
. . Trdna . . zelo veliko
Lb. reuteri je posedla nadno | Povsem motno veliko biomase .
kultura biomase
epruvete
Vecina kulture se Trdna .
. . . . zelo veliko
Lb. plantarum | je posedla nadno | Povsem motno kultura, tvori | veliko biomase biomase
epruvete kepo
Vsa kultura se je Pri gladini povsem . .
. . Kosmicasta . . zelo veliko
Lb. rhamnosus | posedla na dno bistro, proti dnu veliko biomase .
kultura biomase

epruvete

epruvete motno

43 DOLOCITEV KOLICINE INOKULUMA PREKONOCNE KULTURE

ZA PRIPRAVO DELOVNE KULTURE

Delovnim Kkulturam smo zeleli dodati posamezno zdravilno u¢inkovino ob priblizno enakih
pogojih (OD ~ 2,0). To smo Zeleli doseéi v sprejemljivem ¢asu, priblizno osmih ur. Ker
smo predvidevali, da vsi sevi ne rastejo enako hitro, smo morali najprej dolociti ustrezno
koli¢ino inokuluma.
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Koli¢ino vcepka smo dolocili s sevomLb. gasseri ATCC 20243 in Lb. paracasei subsp.
paracasei DSM 5622. Hitrost rasti izbranih sevov smo testirali pri dveh koli¢inah
inokuluma. V epruvete z 10 ml tekoc¢ega MRS gojiS¢a smo tako nacepili 100 pl (red¢itev
1:100) in 500 pl (redCitev 1:20) prekonocne kulture enega od sevov. Opti¢no gostoto
vzorcev smo merili po 4,5, 6,5 in 23 h inkubacije pri 1 % inokulumu prekonoc¢ne kulture in
po 4,5 ter 7,5 h pri 5 % inokulumu. Rezultati meritev so prikazani v Preglednicah 8 in 9.

Preglednica 8: Opti¢ne gostote kultur sevov vrst Lb. gasseri (ATCC 20243) in Lb. paracasei po 4,5, 6,5
in 23 urah inkbacije na 37 °C pri nacepitvi 100 pl prekono¢ne kulture v gojis¢ée MRS (n=3).

ODs0o

Sev vrste 45h 6,5h 23h
Lb. gasseri | 0,236 0,612 5,100
Lb. gasseri Il 0,232 0,596 4,496
Lb. gasseri Ill 0,264 0,600 4,468
Lb. paracasei | 0,44 0,932 4,700
Lb. paracasei Il 0,448 0,916 4,556
Lb. paracasei Il 0,436 0,976 4,720

n= §tevilo paralelk

Preglednica 9: Prikaz izmerjene opti¢ne gostote treh paralelk sevov L. gasseri (ATCC 20243) in L.
paracasei po 4,5 in 7,5 urah inkubacije na 37 °C pri nacepitvi 500 ul prekono¢ne kulture v delovno
kulturo

oD 600

Sev vrste 45h 7,5h
Lb. gasseri | 0,852 1,632
Lb. gasseri Il 0,772 1,656
Lb. gasseri lll 0,832 1,616
Lb. paracasei | 1,524 2,148
Lb. paracasei Il 1,284 1,656
Lb. paracasei Il 1,252 1,836

n= §tevilo paralelk

V osmih urah smo se Zeljeni opti¢i gostoti priblizali pri nacepitvi 500 pl prekonocne
kulture. Tako smo pri vseh nadaljnih poskusih uporabljali 500 pl inokuluma oz. kon¢no
red¢itev prekonocne kulture v sveZzem tekoCem gojis¢u MRS v razmerju 1:20.
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4.3 GOJENJE DELOVNIH KULTUR

4.3.1 Rastne krivulje sevov Lactobacillus

Delovnim kulturam izbranih sevov smo merili opticno gostoto vsakih 30 min brez
odpiranja epruvete (merjenje je potekalo v epruvetah s stranskimi cevkami). Vsak sev smo
gojili v dveh paralelkah in izra¢unali povpre¢no vrednost. Prikaz povpre¢nih vrednosti
izmerjenih meritev opti¢ne gostote za posamezen sev prikazuje Slika 6.
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Slika 6: Prikaz povpre¢nih vrednosti izmerjene opti¢ne gostote bakterijskih kultur v odvisnosti od ¢asa
inkubacije za posamezne seve Lactobacillus.

Iz Slike 6 je razvidno, da nekateri sevi rastejo bistveno pocasneje od drugih. Hitreje so
rasle mikrobne populacije sevov vrst Lb. rhamnosus, Lb. reuteri, Lb. plantarum in Lb.
salivarius, ki so opti¢no gostoto OD~2,0dosegle v vsaj 6 urah. Vsi ostali sevi so do
opti¢ne gostote OD~2,0 rasli dlje ¢asa, in sicer od 7,5 do 10,5 ur. Sevi, ki so v delovni
kulturi rasli hitreje, so kazali hitrejSo rast tudi v prekonoc¢ni kulturi in so ustrezno gostoto
dosegli Zze po enodnevnem inkubiranju. Izjema je sev Lb. gasseri ATCC 20243, ki je v
prekonoc¢ni kulturi rasel podobno hitro kot omenjeni Stirje sevi, v produkcijski fazi pa je
rasel pocasneje.
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4.3.2 Cas gojenja sevov rodu Lactobacillus v delovni kulturi in izmerjena opti¢na
gostota po inkubaciji.

Vsak sev smo v delovni kulturi gojili loceno in za vsako zdravilno u¢inkovino posebe;j.
Tako smo vse seve gojili v Stirih lo¢enih serijah. Ena serija gojenja sevov do optice gostote
OD ~2,0 tako predstavlja gojenje sevov pred dodatkom ene zdravilne uéinkovine. Cas
inkubacije delovne kulture, do opti¢ne gostote OD~2,0, se je med sevi in med
posameznimi serijami mocno razlikoval. Prav tako smo opazili, da se pri nekaterih sevih
pojavijo razlike v Casu inkubacije do opti¢ne gostote OD~2,0 v odvisnosti od starosti
plosce, s katere smo pobrali kolonije za pripravo kulture.

Slika 7 prikazuje ¢as inkubacije posameznega seva rodu Lactobacillus do opti¢ne gostote
OD~2,0 v posamezni seriji inkubacije sevov.
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Slika 7: Cas inkubacije posameznega seva laktobacilov do opti¢ne gostote OD~2,0 v posameznih
serijah inkubacije delovne kulture.

Iz Slike 7 je razvidno koliko Casa je potreboval posamezen sev, da je zrasel do opticne
gostote OD~2,0 pred dodatkom posamezne zdravilne u¢inkovine. Razli¢na barva stolpca
oznaduje posamezno serijo gojenja delovne kulture. Casi inkubacije posameznega seva so
enaki pri Ill. in 1V. seriji inkubacije (zelen in rde¢ stolpec), ki Smo ju izvajali so¢asno,
lo¢eno pa smo pripravljali kulturi za dodatek zdravilnih u¢inkovin verapamil in raloksifen.
Sevi vrst Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. reuteri in Lb. salivarius so v primerjavi s
ostalimi sevi najhitreje dosegli opti¢no gostoto OD~2,0. Vsi stirje sevi so imeli primerljiv
Cas inkubacije, Casi inkubacije pa so najmanj odstopali glede na serijo inkubacije. Pri
sevih, ki so rasli hitreje, smo zabelezili hitrej$o rast tudi v prekono¢ni kulturi.
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Majhno odstopanje med posameznimi serijami inkubacije smo opazili tudi pri sevu vrste
Lb. gasseri, pri katerem je bil ¢as inkubacije nekoliko daljsi od prej omenjenih Stirih sevov.
Cas inkubacije do opti¢ne gostote OD~2,0 med razli¢nimi serijami inkubacije je najbolj
odstopal pri sevu vrste Lb. bulgaricus. Vec¢je odstopanje smo opazili tudi pri sevu vrste Lb.
paracasei (I. in Il. serija) in sevu Lb. gasseri K7 (l. serija).

Pri delu smo se trudili, da smo uc¢inkovine dodali, ko je kultura dosegla opticno gostoto
OD~2,0. Zaradi nac¢ina merjenja opti¢ne gostote je bilo to v praksi tezko izvedljivo, zato je
v posameznih primerih prislo tudi do manjsih odstopan;.

Na Sliki 8 so prikazana povprec¢ja izmerjenih opti¢nih gostot kultur sevov Lactobacillus ob
dodatku zdravilne u¢inkovine v posamezni seriji inkubacije.
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Slika 8: Povpre¢na vrednost izmerjene opti¢ne gostote kultur sevov laktobacilov z odstopanji v
posamezni seriji gojenja

4.4 pH VREDNOSTI DELOVNIH KULTUR SEVOV LACTOBACILLUS
OB ZAKLJUCKU INKUBACIJE (OD~2,0)

Meritev pH vrednosti kultur posameznih sevov smo izvedli pred dodatkom posamezne
zdravilne u€inkovine (ob opti¢ni gostoti kulture OD =2,0). pH vrednosti kultur sevov so
prikazane na Sliki 9.
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6.0

Slika 9: pH vrednosti kultur sevov Lactobacillus po inkubaciji pri 37 °C in doseZeni opti¢ni gostoti
OD-~2,0.

Iz Slike 9 je razvidno, da so imeli vsi vzorci, vkljuéno s kontrolo (sterilno gojisce) pH
vrednost pod pH 7. Kulture so po inkubaciji dosegle pH vrednosti, ki so bile nizje od pH
vrednosti teko¢ega MRS gojisc¢a. pH vrednosti kultur so bile med 4,62 in 4,93. Najnizjo pH
vrednost, 4,62, smo izmerili sevu vrste Lb. paracasei, podoben pH (4,68) pa je dosegel tudi
sev Lb. gasseri K7. Najvisjo pH vrednost so dosegli sevi vrst Lb. reuteri (4,93), Lb.
plantarum (4,91) in Lb. rhamnosus (4,92).

45 DOLOCITEV KONCENTRACI] UCINKOVIN IN NJIHOVIH
METABOLITOV PO INKUBACII S KULTURAMI BAKTERIJ 1Z
RODU LACTOBACILLUS

4.5.1 Dolo¢anje koncentracije nitrendipina in njegovih metabolitov

Pri vzorcih z nitrendipinom smo analizirali vsebnost ionov nitrendipin quantifier in
nitrendipin qualifier ter vsebnost spojine dehidronitrendipin. Quantifier ion predstavlja

ey

........

signalom in sluzi za potrditev identitete. Dehidronitrendipin pa je eden izmed razpadnih
produktov nitrendipina.

Vsebnost iona nitrendipin quantifier po inkubaciji s sevi Lactobacillus in v kontroli je
prikazana na Sliki 10.
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Slika 10: Vsebnost iona nitrendipin quantifier v vzorcih supernatantov kultur sevov Lactobacillus in

kontroli po koinkubaciji z zdravilno ué¢inkovino nitrendipin.

Pri stolpcih oznadenih z zvezdico (*) so vsebnosti spojine statisti¢no zna¢ilno druga¢ne od kontrole, kar

lahko potrdimo s 95 % intervalom zaupanja. Prikazane so povprecne

deviacijo.

vrednosti s standardno

Vsebnost iona nitrendipin qualifier v vzorcih sevov Lactobacillus je prikazana na Sliki 11.
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Slika 11: Vsebnost iona nitrendipin qualifier v vzorcih supernatantov kultur sevov Lactobacillus in

kontroli po koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino nitrendipin
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Po dobljenih meritvah vsebnosti ionov nitrendipin quantifier in nitendipin qualifier smo
izraCunali razmerje med obema ionoma (Preglednica 10).

Preglednica 10: Povpre¢na vsebnost ionov nitrendipin quantifier in nitrendipin qualifier ter
izra¢anano razmerje med njima v vzorcih supernatantov kultur sevov Lactobacillus in kontroli po
koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino nitrendipin.

Povprecna Povprecna
Vzorec vsgbnost_io_na vse_bnost_io_na Razr_nerje

nitrendipin nitrendipin guanti./qual.

quantifier qualifier
Kontrola 126930 80271 1,58
Lb. rhamnosus 135483 86951 1,56
Lb. plantarum 120929 76035 1,59
Lb. reuteri 133586 86634 1,54
Lb. salivarius 123335 80118 1,54
Lb. gasseri (ATCC 20243) 162806 102091 1,59
Lb. acidophilus 136344 88481 1,54
Lb. casei 122434 78387 1,56
Lb. paracasei 141451 91301 1,55
Lb. gasseri (K7) 163490 105864 1,54
Lb. bulgaricus 139810 88046 1,59

Iz Slike 10 in Slike 11 opazimo, da sta grafa podobna, le vsebnosti iona nitrendipin
qualifier so nizje. Iz Preglednice 10 opazimo, da je razmerje med vsebnostima ionov
nitrendipin quantifier in nitrendipin qualifier bolj ali manj konstantno in v nobenem
primeru ne odstopa za ve¢ kot 20 %. Iz tega lahko sklepamo, da smo z uporabljeno metodo
res identificirali pravilno spojino.

Pri ve€ini sevov opazimo navidezno povisanje koncentracije nitrendipina, ki pa je le v
enem primeru statsti¢no signifikantno, to je pri sevu Lb. gasseri K7. Najnizjo vsebnost
spojine nitrendipin smo izmerili pri sevu vrste Lb. casei. Pri vecini vzorcev so se pojavila
velika odstopanja med izmerjenimi posameznimi paralelkami.

Izmerjene vsebnosti nitrendipina v posameznem vzorcu smo primerjali s kontrolo.
Predpostavili smo, da povprec¢na vsebnost nitrendipina v kontrolnem vzorcu predstavlja
100 % vsebnosti. Vsebnosti nitrendipina v ostalih vzorcih glede na kontrolo in izrazene v
odstotkih so prikazane v Preglednici 11.
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Preglednica 11: Odstotek povpreéne vsebnosti nitrendipina v posameznem vzorcu supernatanta kultur
sevov Lactobacilus glede na vsebnost v kontroli

Vzorec % vsebnosti
Kontrola 100,00
Lb. rhamnosus 106,74
Lb. plantarum 95,27
Lb. reuteri 105,24
Lb. salivarius 97,17
Lb. gasseri (ATCC 20243) 128,26
Lb. acidophilus 107,42
Lb. casei 96,46
Lb. paracasei 111,44
Lb. gasseri (K7) 128,80
Lb. bulgaricus 110,15

V vzorcih smo merili tudi prisotnost spojine dehidronitrendipin, Ki je razpadni produkt
spojine nitrendipin. Strukturna formula spojine dehidronitrendipin je prikazana na Sliki 11.

Slika 12: Strukturna formula spojine dehidronitrendipin (Dehydro

vry 2014)
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Vsebnosti dehidronitrendipina v vzorcih supernatantov kultur sevov in kontroli je
prikazana na Sliki 13.
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Slika 13: Vsebnost spojine dehidronitrendipin v vzorcih supernatantov kultur sevov Lactobacillus in
kotroli po koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino nitrendipin

Vsebnost dehidronitrendipina je pri vseh vzorcih precej nizja od vsebnosti osnovne spojine
nitrendipin. Izmerjeni odzivi na spojino dehidronitrendipin predstavljajo le priblizno 1 %
odziva na osnovno u¢inkovino nitrendipin. Seve lahko v grobem uvrstimo v dve skupini.
Sevi, ki zviSajo vsebnost dehidronitrendipina v  supernatantin kultur, v primerjavi s
kontrolo (vrste Lb. gasseri (oba seva), Lb. acidophilus, Lb. casei) in ostali sevi, ki pa
vsebnost dehidronitrendipina znizajo.
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4.5.2 Dolo¢anje koncentracije famciklovirja in njegovih metabolitov

Po koinkubaciji sevov Lactobacillus z zdravilno u¢inkovino famciklovir, smo v vzorcih
poleg najpogostejsih ionov famciklovir qualifier in famciklovir quantifier merili Se
vsebnost dveh spojin, in sicer spojini penciklovir in deacaetil famciklovir. Penciklovir je
spojina, za katero famciklovir predstavlja predzdravilo z izboljsano biolosko uporabnostjo.
Prakti¢no gre za aktivno obliko zdravilne u¢inkovine, do katere pride tekom presnove Vv
organizmu. Deacetil famciklovir pa je derivat spojine penciklovir. Strukture preiskovanih
spojin v vzorcih po koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino famciklovir so prikazane na Sliki
14.
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Slika 14: Strukturne formule spojin identificirane v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus
koinkubaciji z zdravilno uéinkovino famciklovir (DrugBank, 2013, PubChem, 2013).

14a) famciklovir, 14b) penciklovir, in 14c) deacetil famciklovir.
Vsebnost iona famciklovir quantifier v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus in

kontrolnem vzorcu, kjer je bila zdravilna uéinkovina dodana v sterilno MRS gojisce, je
prikazana na Sliki 15.
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Slika 15: Vsebnost iona famciklovir quantifier v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus in
kontroli po koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino famciklovir.

Pri stolpcih oznacenih z zvezdico (*) je zmanjSanje vsebnosti spojine statisticno znacilno drugacno od
kontrole, kar lahko potrdimo s 95 % intervalom zaupanja. Prikazane so povprene vrednosti s
standardno deviacijo.

Vsebnost iona famciklovir qualifier v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus je
prikazana na Sliki 16.
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Slika 16: Vsebnost iona famciklovir qualifier v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus in
kotroli po koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino famciklovir.
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Izracunali smo tudi razmerje med ionoma famciklovir quantifier in famciklovir qualifier.

Povprecna vsebnost posameznega iona in razmerje med njima je prikazano v Preglednici
12.

Preglednica 12: Povpre¢na vsebnost ionov famciklovir quantifier in famciklovir qualifier ter
izratanano razmerje med njima v vzorcih supernatanov kultur sevov in kontroli po koinkubaciji z
zdravilno uc¢inkovino famciklovir.

Povpreéna Povprecna
vsebnost iona vsebnost iona Razmerje

Vzorec . - : . .

famciklovir famciklovir quanti./qual.

quantifier qualifier
Kontrola 102724 11472 8,9541
Lb. rhamnosus 93046 10548 8,8212
Lb. plantarum 85304 9632 8,8566
Lb. reuteri 89237 10067 8,8647
Lb. salivarius 88431 9977 8,8633
Lb. gasseri (ATCC 20243) 87039 9813 8,8694
Lb. acidophilus 88098 9858 8,9370
Lb. casei 91368 10363 8,8171
Lb. paracasei 93737 10605 8,8388
Lb. gasseri (K7) 81086 9111 8,9001
Lb. bulgaricus 81593 9195 8,8733

Razmerje med ionoma famciklovir quantifier in famciklovir qualifier je pri vseh vzorcih
prakti¢no konstanto in V nobenem primeru odstopanje ni veéje od 20 %. Tako smo tudi pri
zdravilni uc¢inkovini famciklovir potrdili, da je identificirana spojina pravilna.

Vsebnost spojine famciklovir je bila najvisja pri kotrolnem vzorcu. Pri supernatantih kultur
sevov iz rodu Lactobacillus je vsebnost nekoliko nizja. Statisti¢éno znacilno zniZanje SMo
izmerili pri sevih vrst Lb. rhamnosus, Lb. reuteri, Lb. salivarius, Lb. acidophilus, Lb.
casei, Lb. paracasei, Lb. gasseri (K7), Lb. bulgaricus. Ponovljivost med posameznimi
paralelkami istega seva je dobra, izstopata le seva vrst Lb. bulgaricus in Lb. plantarum,
kjer je odstopanje med posameznimi paralelkami nekoliko vecje.

Tudi pri spojini famciklovir smo izracunali, koliko odstotkov spojine se je nahajalo v
posameznem vzorcu glede na kontrolo. Predpostavili smo, da je vsebnost v kontrolnem
vzorcu enaka 100 %. Odstotek vsebnosti famciklovirja v posameznem vzorcu glede na
kontrolni vzorec je prikazan v Preglednici 13.
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Preglednica 13: Odstotek povpretne vsebnosti famciklovirja v posameznem vzorcu supernatanta
kultur sevov Lactobacilus glede na vsebnost v kontroli

\Vzorec % vsebnosti
Kontrola 100,00
Lb. rhamnosus 92,54
Lb. plantarum 84,84
Lb. reuteri 88,75
Lb. salivarius 87,95
Lb. gasseri (ATCC 20243) 86,57
Lb. acidophilus 87,62
Lb. casei 90,87
Lb. paracasei 93,23
Lb. gasseri (K7) 80,65
Lb. bulgaricus 81,15

Vzporedno z vsebnostjo ionov famciklovir quantifier in famciklovir qualifier, smo pri
sevih Lactobacillus po koinkubaciji z zdravilno ucinkiovino famciklovir merili tudi
prisotnost spojine penciklovir. VVsebnost spojine penciklovir v vzorcih supernatanov kultur
sevov in v kontrolnem vzorcu je prikazana na Sliki 17.

[LC/MS-MS odziv]

Vsebnost spojine penciklovir

Slika 17: Vsebnost spojine penciklovir v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus in kotroli po
koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino famciklovir.
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Spojina penciklovir je bila v vzorcih supernatnov kultur koinkubiranih z zdravilno
ucinkovino famciklovir prisotna v zelo nizkih koli¢inah. Odziv vzorcev na spojino
penciklovir je predstavljal <1 % odziva na preiskovano spojino famciklovir. Pojavilo se je
tudi veliko odstopanje v izmerjeni vsebnosti med paralelkami istega seva. Tako je bilo
razlike med vsebnostmi spojine penciklovir v posameznih vzorcih zelo tezko dolociti. V
povprecju je bila izmerjena vsebnost penciklovirja primerljiva med vsemi vzorci.

Pri vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus koinkubiranih z zdravilno u¢inkovino
famciklovir smo izmerili tudi vsebnost spojine deacetil famciklovir. VVsebnosti omenjene
spojine v posameznih vzorcih so prikazane na Sliki 18.

[LC/MS-MS odziv]

Vsebnost spojine deacetil famciklovir

Slika 18: Vsebnost spojine deacetil famciklovir v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus in
kontrolnem vzorcu po koinkubaciji sevov z zdravilno uc¢inkovino famciklovir.

Pri stolpcih oznacenih z zvezdico (*) je zmanjSanje vsebnosti spojine statisti¢cno znacilno drugacno od
kontrole, kar lahko potrdimo s 95 % intervalom zaupanja. Prikazane so tudi povpretne vrednosti s
standardno deviacijo.

Tudi spojina deacetil famciklovir je bila v vseh vzorcih prisotna v zelo majhnih koli¢inah,
saj so tudi tukaj izmerjene vsebnosti precej nizje od vsebnosti ionov famciklovir quantifier
in famciklovir qualifier. Tudi v tem primeru je odziv <1 % odziva na 0snovno Spojino.
Zopet se je pojavilo veliko odstopanje v izmerjeni vsebnosti med paralelkami istega seva.
To pomeni, da je bilo tudi razlike med vsebnostmi spojine deacetil famciklovir v
posameznem vzorcu tezko dolociti. V povpreCju pa je vsebnost spojine deacetil
famciklovir pri vseh vzorcih primerljiva, statisticno manjsa je bila pri sevih Lb. reuteri in
Lb. acidophilus.
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4.5.3 Dolocanje koncentracije raloksifena

Ker smo pri vzorcih koinkubiranih z zdravilnima u¢inkovinama nitrendipin in famciklovir
z meritvami vsebnosti ionov quantifier in qualifier dokazali pravilnost metod za
identificiranje Zelene spojine, smo pri vzorcih supernatanov kultur sevov, koinkubiranih z
zdravilno ucinkovino raloksifen, merili samo vsebnost spojine raloksifen. Vsebnost
raloksifena v posamezem vzorcu je prikazana na Sliki 19.
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Slika 19: Vsebnost spojine raloksifen v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus in kontroli po
koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino raloksifen.

Pri stolpcih oznadenih z zvezdico (*) je zmanjSanje vsebnosti spojine statistiéno znacilno razli¢no od
kontrole, kar lahko potrdimo s 95 % intervalom zaupanja. Prikazana so povprefne vsebnosti S
standardno deviacijo.

Najvisjo vsebnost spojine raloksifen smo izmerili pri kontrolnem vzorcu, kjer je bila
zdravilna ucinkovina dodana v sterilno tekote MRS gojis¢e. Do statis¢no znacilnega
znizanja koncentracije spojine raloksifen je prislo pri sevih vrst Lb. rhamnosus, Lb.
salivarius, Lb. gasseri (ATCC 20243), Lb. acidophilus in Lb. paracasei. Najve¢je znizanje
koncentracije smo opazili pri sevu Lb. casei, vendar zaradi ve¢jega odstopanja med
meritvami posameznih paralelk, zmanjSanje ni bilo znacilno.

Izracunali smo tudi, kolikSen delez raloksifena je ostal v posameznem vzorcu.
Predpostavili smo, da je vsebnost raloksifena v kontroli enaka 100,00 %. DeleZ raloksifena
v posameznem vzorcu glede na kontrolo je prikazan v Preglednici 14.
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Preglednica 14: Odstotek povpreéne vsebnosti raloksifena v posameznem vzorcu supernatanta kultur
sevov Lactobacilus glede na vsebnost v kontroli

Vzorec % vsebnosti
Kontrola 100,00
Lb. rhamnosus 87,32
Lb. plantarum 89,40
Lb. reuteri 98,47
Lb. salivarius 91,15
Lb. gasseri (ATCC 20243) 95,55
Lb. acidophilus 91,70
Lb. casei 78,13
Lb. paracasei 86,67
Lb. gasseri (K7) 87,73
Lb. bulgaricus 96,44

4.5.4 Dolocanje koncetracije verapamila

Podobno kot pri vzorcih koinkubiranih z raloksifenom, smo tudi pri vzorcih koinkubiranih
z zdravilno ucinkovino verapamil preverjali le vsebnost spojine verapamil, ne pa tudi
vsebnosti ionov quantifier in qualifier. Izmerjene povpre¢ne vsebnosti verapamila Vv
vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus in kontroli so prikazane na Sliki 20.
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Slika 20: Vsebnost spojine verapamil v vzorcih supernatanov kultur sevov Lactobacillus in kontroli po
koinkubaciji z zdravilno u¢inkovino verapamil.

Pri stolpcih oznadenih z zvezdico (*) je zmanjSanje vsebnosti spojine statisti¢no znac¢ilno drugac¢no od
kontrole, kar lahko potrdimo s 95 % intervalom zaupanja. Prikazane so povprefne vsebnosti S
standardno deviacijo.
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Pri vecini vzorcev smo izmerili niZjo vsebnost spojine verapamil kot pri kontrolnem
vzorcu. Do statisti¢cno znacilnega zmanjSanja koncentracije verapamila je prislo pri sevih
Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. salivarius, Lb. gasseri (oba seva) in Lb.
paracasei. Do znizanja koncetracije je priSlo tudi pri sevu vrste Lb. casei, vendar to ni bilo
statisticno znacilno. Najnizjo povpre¢no vsebnost spojine verapamil smo izmerili sevu
vrste Lb. reuteri, kjer je prislo do skoraj 30 % znizanje koncentracije spojine verapamil.

Izrac¢unali smo tudi, kolik$na je bila povpreéna vsebnost verapamila v posameznem vzorcu
glede na vsebnost v kontroli. Predpostavili smo, da je povprecna vsebnost verapamila v
kontroli enaka 100,00 %. V odstotkih izrazena povpre¢na vsebnost verapamila v
posameznem vzorcu glede na kontrolo je prikazana v Preglednici 15.

Preglednica 15: Odstotek povpreéne vsebnosti verapamila v posameznem vzorcu supernatanta kultur
sevov Lactobacilus glede na vsebnost v kontroli

\Vzorec % vsebnosti
Kontrola 100
Lb. rhamnosus 80,41
Lb. plantarum 88,91
Lb. reuteri 72,82
Lb. salivarius 90,24
Lb. gasseri (ATCC 20243) 81,43
Lb. acidophilus 98,85
Lb. casei 94,06
Lb. paracasei 89,79
Lb. gasseri (K7) 92,73
Lb. bulgaricus 101,35

455 Rezultati testa ANOVA

S pomocjo testa ANOVA v programu GarphPad Prism 6 smo ugotavljali, ali so znizanja
vsebnosti dolo¢ene spojine v posameznem vzorcu statistino signifikantna ali ne. Zaradi
laZzje primerljivosti so rezultati vseh vzorcev pri doloceni spojini zdruZeni v eno
preglednico. Prav tako smo z ANOVA testom ovrednotili obseg signifikance, ki je oznacen
s zvezdicami (*). Kadar je p < 0,001 je signifikanca ekstremna (***), kadar je p vrednost
med 0,001 in 0,01 je signifikanca velika (**), kadar pa je p vrednost med 0,01 in 0,05 pa je
razlika signifikantna (*). Rezultate, pri katerih je p > 0,05, (razlika ni signifikantna) smo
oznac¢ili z X. Rezultati ANOVA testa so prikazani v Preglednici 16.
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Preglednica 16: Rezultati po ANOVA testu, ki prikazujejo stopnjo stati¢no znadilnega zmanjSanja
koncentracije zdravilnih udinkovin pri posameznemu vzorcu (X- nesignifikantna razlika, *-
signifikantna razlika, **- zelo signifikantna razlika, ***- ekstremno signifikantna razlika).

U¢inkovina
Vzorec Nitrendipin | Famciklovir | Raloksifen | Verapamil
Lb. rhamnosus X X X fal
Lb. plantarum X X X X
Lb. reuteri X X X Fxk
Lb. salivarius X X X X
Lb. gasseri (ATCC 20243) X X X *x
Lb. acidophilus X X X X
Lb. casei X X Hkk X
Lb. paracasei X faleie * X
Lb. gasseri (K7) X * X X
Lb. bulgaricus X * X X

Rezultati v Preglednici 16 nam povedo ali je prislo do signifikantne razlike v povpre¢ni
vsebnosti posamezne zdravilne u¢inkovine v vzorcih glede na kontrolo in kako velika je ta
razlika. Do rezultatov smo priSli z uporabo statisticne metode ANOVA, ki so ji sledile
primerjave parov z uporabo testa po Bonferroniju.

S pomocjo statisticnega testa ANOVA smo pridobili tudi podatke o variabilnosti med
vrednostmi vseh vsebnosti zdravilnih u¢inkovin v supernatantih kultur prouc¢evanih sevov

.....

Rezultati ANOVA testa za vse vzorce supernatantov kultur sevov Lactobacillus po
koinkubaciji z zdravilnimi u¢inkovinami nitrendipin, famciklovir, raloksifen in verapamil
so prikazani v Preglednici 17.

Preglednica 17: Rezultati ANOVA testa, ki prikazujejo F-vrednost, stopnjo signifikance (*** =
ekstremno signifikantna razlika (p < 0,001), ** = velika signifikantna razlika (0,001 <p <0,01) , * =
signifikantna razlika (0,01 < p < 0,05), X = nesignifikantna razlika (p > 0,05)), p-vrednost in R? —
vrednost za vse vzorce supernatantov kultur sevov Lactobacillus po koinkubaciji s posamezno
zdravilno ué¢inkovino.

Stopnja
Udinkovina F-vrednost | signifikance | p-vrednost R’
nitrendipin 2,302 * 0,0496 0,5113
famciklovir 22,85 wHx <0,0001 0,9122
raloksifen 6,8465 ok <0,0001 | 0,756812
verapamil 9,757 Hkk <0,0001 0,8160
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Zaradi Stevilnih koristnih u¢inkov se v modernem casu teznja po probioti¢nih izdelkih
povecuje. Tako so probioticne bakterije vkljucene v Stevilne prehranske izdelke in
prehranska dopolnila. Nekatere izdelke celo predpisujejo zdravniki in drugi strokovnjaki iz
podrocja prehrane. Posledici sodobnega nalina Zivljenja v razvitem svetu in daljSanja
zivljenske dobe sta pogostejse obolevanje in posledi¢no uzivanje vecjih koli¢in zdravilnih
ucinkovin. To pomeni, da se povecuje moznost interakcij med zdravilnimi u¢inkovinami in
probioti¢nimi kulturami, Se posebno takrat, kadar socasno uzivamo zdravila in probiotike.
Med probioti¢nimi bakterijami se najpogosteje uporabljajo sevi vrst iz rodu Lactobacillus.
Tako nas je v okviru magistrskega dela zanimalo ali izbrani sevi rodu Lactobacillus
morebiti znizujejo koncentracijo Stirih zdravilnih u¢inkovin, ki so v pogosti uporabi.

Znano je, da so ¢revesne bakterije S Svojo metabolno aktivnostjo sposobne razgradnje
Stevilnih zdravilnih u¢inkovin (Wilson in Nichlson, 2009 in Scheline, 1973). Za razliko od
Cloveskega metabolizma zdravilnih ucinkovin, ki temelji predvsem na oksidacijskih
reakcijah, ¢revesne bakterije vrsijo predvsem reakcije redukcije (Sousa in sod., 2008). Tudi
sevi vrst iz rodu Lactobacillus lahko vplivajo na ksenobiotike. Primer je detoksifikacija
kancerogenov, kot so na primer Aflatoksin B, (Fuchs in sod, 2007), TRP-1-P (Knassmdller
in sod., 2001) TRP-2-P (Knassmdiller in sod., 2001, Orehage in sod., 1994 in Piotrowska in
Zakowska, 2005) in oharotoksin A (Fuchs in sod, 2007).

Pri vplivanju bakterij na zdravilne ucinkovine igra pomembno vlogo tudi lipofilnost
molekule (log P). To je vrednost, ki nam pove kako lipofilna je molekula. Visja kot je
vrednost log P, bolj je molekula lipofilna in lazje prehaja celicno membrano (Pradhan in
Majumdar, 1986).

V nasem delu smo uporabili po en sev osmih razli¢nih vrst rodu Lactobacillus in dva seva
vrste Lb. gasseri. Felis in Dellaglio (2007) sta pri svoji taksonomski razporeditvi bakterije
rodu Lactobacillus glede na vrsto razporedila e v podskupine. V te podskupine sta
razporedila vrste, ki so si med seboj podobne v metabolizmu glukoze, v vsebnosti gvanin-
citozin (GC) parov, sestavi celicne stene, in prodkuciji izomera mle¢ne kisline tekom
fermentacije. Glede na njuno taksonomsko razporeditev vrst rodu Lactobacillus v
podskupine, lahko nase seve razvrstimo kar v 5 razli¢nih podskupin:

e podskupina Lb. acidophilus (sevi: Lb. acidophilus ATCC 3456, Lb. gasseri ATCC
20243, Lb. gasseri K7, Lb. bulgaricus ATCC 11842; obligatno homofermentativni
tip metabolizma glukoze, vsebnost GC 34-37 %, vsebnost GC Lb. bulgaricus
ATCC 11842 49-51 % );
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e podskupina Lb. salivarius (sev: Lb. salivarius LMG 9477; obligatno
homofermentativni tip metabolizma glukoze, vsebnost GC 34-36 %):

e podskupina Lb. reuteri (sev: Lb. retueri ATCC 55730; obligatno
heterofermentativni tip metabolizma glukoze, vsebnost GC 40-42 %):

e podskupina Lb. casei (sevi: Lb. casei ATCC 393, Lb. paracasei DSM 5622, Lb.
rhamnosus ATCC 53103; fakultativno heterofermentativni tip metabolizma
glukoze, vsebnost GC 45-47%);

e podskupina Lb. plantarum (sev Lb. plantarum ATCC 8014, fakultativno
heterofermentativni tip metabolizma glukoze, vsebnost GC 44-46 %).

Sevi izbranih vrst rodu Lactobacillus so se razlikovali v hitrosti rasti in fermentacijskih
lastnostih. Glede na hitrost rasti v gojis¢u MRS pri temperaturi 37 °C lahko seve
laktobacilov, katere smo uporabili v raziskovalnem delu magistrske naloge, v grobem
razdelimo v 2 skupini. In sicer v prvo skupino spadajo sevi vrst Lb. rhamnosus, Lb.
plantarum, Lb. reuteri, Lb. salivarius in Lb. gasseri (ATCC 20243). Omenjeni sevi so rasli
bistveno hitreje ze v prekonoc¢ni kulturi in so Ze po eni noci dosegli zadostno opti¢no
gostoto za nacepitev v produkcijsko fazo, medtem ko so ostali sevi za to potrebovali dve
noci. Sevi, ki so rasli hitreje so za doseganje opticne gostote OD~2,0 potrebovali
povprecno 240 minut inkubacije pri 37 °C. Ostali sevi, ki so rasli poCasneje, pa so za
doseganje opti¢ne gostote OD~2,0 potrebovali povprecno 430 minut.

Pojavile so se tudi razlike v stopnji fermentacije, ki smo jo dolocali z merjenjem vrednosti
pH, ko je kultura dosegla OD~2,0. pH vrednost sterilnega gojisca MRS je bila v povprecju
5,60 kar pomeni, da gre za rahlo kislo gojis¢e. Bakterijske kulture so med inkubacijo
znizale pH gojis¢a do vrednosti, ki so se gibale med 4,62 in 4,93. Ce primerjamo pH
vrednosti kultur ob koncu inkubacije in ¢as inkubacije pri 37 °C, ki so ga potrebovale
kulture, da so dosegle opti¢no gostoto OD~2,0 (Slika 7 in Slika 9), v vecini primerov
opazimo, da so hitreje rasto¢i sevi med gojenjem manj znizali pH vrednost gojis¢a kot
pocasneje rastoci sevi.
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Po koinkubaciji sevov vrst Lactobacillus z zdravilnimi ué¢inkovinami, Smo z metodo LC-
MS/MS v supernatantih brezcelicnih kultur dolocali vsebnost zdravilnih uéinkovin in
metabolitov. Gre za metodo, kjer se molekule v vzorcu najprej locijo s tekocinsko
kromatografijo, nato pa se v dveh zaporednih komorah masnega spektrometra doloci
molekulska masa posameznih molekul in se jih tudi identificira (Tobin in sod., 2010).
Prednost metode je, da lahko v kratkem ¢asu uspesno analiziramo veliko Stevilo vzorcev
ter identificiramo in kvantificiramo spojine, ki se nahajajo v posameznem vzorcu. Glavha
slabost metode pa je, da moramo izbrati ustrezno kromatografijo za lo¢evanje analitov od
produktov biotransformacije, ¢e zelimo, da bo metoda specifi¢na za prepoznavo Zelenega
analita (Jemal, 2000). Slabost pa je tudi, da metoda doloc¢i le molekulske mase spojin, zato
moramo poznati vse metabolite posamezne ucinkovine po njihovih molekulskih masah
(Tobin in sod., 2010).

Glede na razlike med sevi smo pri¢akovali tudi razlike v metabolizmu ali absorbciji
zdravilne ucinkovine. V vzorcih supernatantov kultur smo izmerili odziv posamezne
ucinkovine in ga relativno primerjali z odzivom kontrole (zdravilna u¢inkovina v tekocem
gojis¢u MRS). Predvidevali smo, da bodo sevi vrst Lactobacillus med kopinkubacijo
znizali vsebnost zdravilnih uéinkovin, zato smo pri¢akovali niZjo vsebnost u¢inkovine v
vzorcih v primerjavi z kontrolo.

Da bi zagotovili ustreznost analize, smo morali najprej potrditi identiteto spojine, ki smo jo
kvantificirali. V ta namen smo uspesno razvili analizno metodo, ki je omogocala detekcijo
v kompleksnem gojis¢u brez ekstrakcije. Pri vzorcih supernatantov kultur, koinkubiranih z
zdravilnima uc¢inkovinama nitrendipin in famciklovir smo najprej preucevali vsebnosti
ionov quantifier in qualifier. Izra¢unali smo razmerje med njima, ki je bilo pri vseh vzorcih
konstantno in ni odstopalo za ve¢ kot 20 %. S tem smo lahko potrdili pravilnost metode za
identifikacijo omenjenih zdravilnih u¢inkovin (Mohsin in sod., 2007).

Vzporedno z vsebnostjo osnovnih spojin; nitrendipin, famciklovir, raloksifen in verapamil,
smo s metodo LC-MS/MS v vzorcih preverjali prisotnost nekaterih metabolitov. Zaradi
nepoznavanja vseh potencialnih metabolitov pri mikrobni razgradnji testiranih zdravilnih
uc¢inkovin, le teh nismo dolocali v vzorcih, pa¢ pa smo nacrtno dolocali le vsebnosti
poznanih metabolitov razgradnje u¢inkovin. Tako smo pri vzorcih kultur koinkubiranih z
zdravilno ucinkovino nitrendipin preverjali vsebnost metabolita dehidronitrendipina, pri
vzorcih koinkubiranih s famciklovirjem pa vsebnost spojin penciklovir in deacetil
famciklovir. Pri vzorcih koinkubiranih z raloksifenom in verapamilom nismo merili
vsebnosti metabolitov, pa¢ pa zgolj vsebnost osnovnih spojin.



Zerjav D. Izolacija in identifikacija metabolitov nitrendipina,... r{lleénokislinskih bakterij. 58
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Pri analizah vzorcev z dodanim nitrendipinom smo dobili nepri¢akovan rezultat, saj je bila
pri vecini vzorcev vsebnost nitrendipina visja Kot pri kontroli. Do znizanja koncentracije je
prislo samo pri treh vzorcih, vendar pa znizanje koncentracije ni bilo pri nobenem vzorcu
stasti¢no znacilno manj$e od kontrole. Statisti¢no znacilno spremembo koncentracije glede
na kontrolo smo dobili le pri sevu Lb. gasseri K7, kjer je bila koncentracija nitrendipina
vi§ja od kontrole. Pojavilo se je tudi veliko odstopanje med meritvami posameznih
paralelk. Do taks$nih rezultatov je najvrjetneje prislo zaradi eksperimentalne ali analitske
napake. Navidezno povecanje koncentracije je lahko tudi posledica nepravilne priprave
kontrolnega vzorca.

Po koinkubaciji sevov vrst Lactobacillus z zdravilno uc¢inkovino nitrendipin, smo v vzorcih
preverjali tudi prisotnost spojine dehidronitrendipin. Gre za metabolit nitrendipina, pri
katerem se dehidropiridinski obro¢ pretvori v aromatskega (DrugBank, 2013) Spojino smo
v vseh vzorcih odkrili v zelo nizkih koncentracijah, saj je odziv spojine dehidronitrendipin
predstavljal le okoli 1 % odziva osnovne spojine nitrendipin. Opazili smo, da je vsebnost
spojine dehidronitrendipin pri vecini sevov nizja kot v kontroli. Statisticno znacilno
znizanje koncentracije dehidronitrendipina v supernatantih kultur smo dolocili pri sevih
vrst Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. salivarius, Lb. paracasei, in Lb.
bulgaricus. Pri sevu Lb. gasseri K7 smo doloc¢ili statisti¢no znaéilno vi§jo koncentracijo
kot v kontroli. Zaradi nizkih vsebnosti dehidronitrendipina v vseh vzorcih in zato, ker ni
bilo velikih razlik med kontrolo in sevi, lahko predvidevamo, da so vsebnosti posledica
spontane pretvorbe v raztopini. Nizje vsebnosti v vzorcih bi lahko pojasnjevali s tem, da so
sevi absorbirali dehidronitrendipin 0z. so ga pretvarjali naprej v druge spojine, vi§je
koncentracije pa, da sevi pospesujejo njegov nastanek.

Pri koinkubaciji sevov z zdravilno ucinkovino famciklovir smo opazili najvecji padec
koncentracije med vsemi testiranimi zdravilnimi ucinkovinami. VSi Sevi SO znizali
koncentracijo, pri osmih sevih pa je bila razlika glede na kontrolo tudi statisti¢no znacilna.
Izjema sta bila seva vrst Lb. plantarum in Lb. gasseri (ATCC 20243) kjer ni bilo
signifikantnih razlik, vendar je potrebno poudariti, da so bila odstopanja koncentracij med
posameznimi paralelkamizelo velika. Kulture proucevanih laktobacilov so koncentracijo
famciklovirja znizale v povpre¢ju med 10 in 20 %. Najbolj sta vsebnost famciklovirja v
supernatantu kultur znizala sev vrste Lb. bulgaricus in sevLb. gasseri K7. Famciklovir ima
zelo nizko logP vrednost (0,6), kar pomeni, da je molekula hidrofilna, zato je bil prehod
preko bakterijske membrane otezen. Predvidevamo, da je do zniZanje koncentracije
famciklovirja prislo zaradi metabolizma ali pa je priSlo do adsorbcije ucinkovine na
povrsino bakterij.
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Po koinkubaciji sevov z zdravilno uéinkovino famciklovir smo v vzorcih preverjali tudi
vsebnost spojine penciklovir. Penciklovir je sicer aktivna oblika zdravilne ucinkovine
famciklovir. Vsebnost penciklovirja v vzorcih je bila zelo nizka, prakti¢no se je pojavil
zgolj v sledovih. Razlike v vsebnosti penciklovirja med supernatanti kultur posameznih
sevov in kontrolo so bile nesignifikantne. To pomeni, da proucevani sevi niso vplivali na
nastanek penciklovirja, prav tako, pa ga tudi ne metabolizirajo. Domnevamo lahko, da je
bila detektirana vsebnost penciklovirja v posameznem vzorcu posledica spontane pretvorbe
famciklovirja.

V vzorcih koinkubiranih z zdravilno u¢inkovino famciklovir, smo identificirali tudi spojino
deacetil famciklovir. Tudi ta spojina je bila v vzorcih prisotna v zelo majhnih koli¢inah.
Ceprav je bila povpreéna vsebnost pri vedini sevov nizja od kontrolnega vzorca, Smo
signifikantno razliko ugotovili le pri sevih vrst Lb. reuteri in Lb. acidophilus. Ker je bila
razlika v vsebnosti deacetil famciklovirja glede na kontrolo nesignifikantna pri vecini
sevov menimo, da proucevani sevi nimajo vecjega vpliva na vsebnost spojine deacetil
famciklovir. Tudi vsebnost deacetil famciklovirja v vzorcih je najvrjetneje posledica
spontane pretvorbe v raztopini.

Po koinkubaciji sevov z zdravilno u¢inkovino raloksifen smo v supernatantih kultur vseh
sevov doloc¢ili niZjo povpreéno vsebnost raloksifena kot Vv kontrolnem vzorcu.
Signifikantno razliko smo ugotovili pri polovici, torej pri sevih petih vrst (Lb. rhamnosus,
Lb. salivarius, Lb. gasseri (ATCC 20243), Lb acidophilus in Lb. paracasei). Vsebnost
raloksifena v supernatantih sevov vrst Lb. reuteri in Lb. bulgaricus je bila podobna kot
kontroli. Znizanje koncentracije raloksifena bi lahko povezali z visoko log P vrednostjo
mulekule (5,2), kar pomeni, da je molekula zelo lipofilna in je lazje prehajala skozi
membrane bakterijskih celic. Predvidevamo, da je znizanje koncentracije raloksifena
posledica absorbcije v bakterijske celice.

Proucevanio sevi so v vecini znizali tudi koncentracijo verapamila ob koinkubaciji. 1zjema
je bil sev vrste Lb. bulgaricus, kjer je bila koncentracija verapamila visja od kontrole. Do
statisticno znacilnega znizanja koncentracije je prislo v supernatantih kultur vseh sevov
razen pri sevih vrst Lb. acidophilus, Lb. casei in Lb. bulgaricus. Vsebnost verapamila je
najbolj znizal sev vrste Lb. reuteri in to za nekoliko manj kot 30 %. Tudi molekula
verapamila ima visoko log P vrednost (3,79), kar pomeni, da je lazje prehajala skozi
bakterijsko membrano. Predvidevamo, da je tudi zniZanje koncentracije verapamila
povezana z absorbcijo v bakterijske celice.
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Z ANOVA testom smo preverili ali so razlike med ucinkom proucevanih sevov na
posamezno zdravilno uc¢inkovino statisticno znacilne, kar pomeni, da do razlik ni prislo po
naklju¢ju. Prav tako smo z ANOVA testom dolocili obseg signifikance. Po ANOVA testu
smo naredili Se Bonferronijevo primerjavo, s katero smo ob potrjeni razliki s strani
ANOVA testa, seve primerjali s kontrolo. Pri nitrendipinu je bila pri vseh vzorcih razlika
nesignifikantna. Pri famciklovirju je bila pri sevu vrste Lb. paracasei signifikanca
ekstremna (p < 0,0001), pri sevu Lb. gasseri K7 (p = 0,0152) in sevu vrste Lb. bulgaricus
(p = 0,0195) pa je bila razlika signifikantna. Pri raloksifenu je bila razlika signifikantna pri
sevu vrste Lb. paracasei (p = 0,0416), ekstremno signifikanco pa smo dolocili pri sevu
vrste Lb. casei (p = 0,0001). Pri verapamilu je do velike signifikance prislo pri sevu vrste
Lb. rhamnosus (p = 0,0041) in sevu Lb. gasseri ATCC 20243 (p = 0,0075), pri sevu vrste
Lb. reuteri (p <0,0001) pa je bila signifikanca ekstremna.

Ob koinkubaciji zdravilnih u¢inkovin z razli¢nimi sevi laktobacilov je priSlo do znizanja
koncentracije vseh ucinkovin z izjemo nitrendipina. Sevi so znizali koncentracije
famciklovirja (v povpre¢ju za 13 %), raloksifena (v povpre¢ju za 10 %) in verapamila (v
povprecju za 12 %). Koncentracijo famciklovirja in raloksifena so znizali vsi sevi (10)
devetih izbranih vrst laktobacilov, od tega je bila koncentracija signifikantno nizja od
kontrole pri osmih sevih koinkubiranih s famciklovirjem in petih sevih koinkubiranih z
raloksifenom. Pri koinkubaciji z verapamilom smo pri devetih sevih opazili zniZanje
koncentracije verapamila, od tega je bilo pri sedmih sevih zniZzanje signifikantno. Sevi vrst
Lb. rhamnosus, Lb. salivarius in Lb. paracasei so statisti¢no znacilno znizali koncentracije
treh ucinkovin, famciklovirja, raloksifena in verapamila. Glede na to bi lahko svetovali
posebno pozornost ob hkratni uporabi pripravkov, ki vsebujejo te seve in zdravilne
ucinkovine, vendar pa bi nase domneve morali potrditi z dodatnimi testiranji.

Glede na dobljene rezultate nasega dela ne moremo z gotovostjo trditi ali je prislo do
metabolizma izbranih zdravilnih ucinkovin s strani proucevanih Ssevov vrst iz rodu
Lactobacillus. Predvidevamo, da je znizanje koncentracije zdravilnih uc¢inkovin povezano
z absorbcijo ali adsorbcijo zdravilnih uéinkovin s strani bakterijske kulture. Absorbcija in
adsorbcija zdravilnih uc¢inkovin pa sta lahko povezani z lipofilnostjo molekul.
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Proucevani sevi vrst Lactobacillus so s svojim metabolnim sistemom sposobni razgraditi in
inaktivirati Stevilne ksenobiotike (tuje molekule), med katere spadajo tudi zdravilne
uéinkovine (Génzle in sod., 2007), pa tudi toksi¢ne spojine (Fuchs in sod., 2007). Vendar
pa so sevi laktobacilov le majhen del kompleksne mikrobne zdruzbe, Katera sestavlja
prebavni trakt (Montalto in sod., 2009). Tako kompleksno prebavno zdruzbo je tezko
preucevati v pogojih in vitro v kakrsnih je potekalo nase delo. Predvidevamo pa lahko, da
bi bile nage ugotovitve ponovljive tudi v pogojih in vivo. Ce povzamemo nase rezultate,
lahko ugotovimo, da bi lahko pri$lo do morebitnih tezav, ob hkratni aplikaciji probioti¢nih
pripravkov in zdravilnih ucinkovin famciklovir, raloksifen in verapamil. Da bi nasSe
domneve lahko potrdili, pa je stvar nadaljnih Studij. V te Studije bi bilo potrebno vkljuciti
Se dodatne zdravilne ucinkovine, izboljsati pa bi bilo potrebno simulacijo pogojev
gastrointestinalnega trakta. Predvsem bi bilo potrebno preveriti odziv v pogojih in vivo in
ob prisotnosti Se drugi bakterijskih vrst, ki sestavljajo mikrobioto prebavnega trakta.

5.2 SKLEPI

e Izbrani sevi vrst Lactobacillus se med seboj razlikujejo v hitrosti rasti v gojis¢u
MRS pri temperaturi 37 °C in kapaciteti fermentacije (vrednost pH gojis¢a MRS po
gojenju do opti¢ne gostote kulture OD~2,0.

e Po koinkubaciji izbranih sevov laktobacilov zdravilno uéinkovino nitrendipin Smo
ugotovili paradoksno poviSanje koncentracije kar je verjetno posledica
eksperimentalne ali analitske napake. Tako nismo ugotovili vpliva izbranih sevov
vrst Lactobacillus na znizanje koncentracije nitrendipina.

e Poucevani sevi med koinkubacijo z nitrendipinom, niso vplivali na vsebnost
metabolita dehidronitrendipin.

e Izbrani sevi laktobacilov med koinkubacijo v gojis¢u MRS znizujejo koncentracijo
famciklovirja, raloksifena in verapamila.

e Po koinkubaciji izbranih sevov z zdravilno uc¢inkovino famciklovir smo v vzorcih
identificirali spojine famciklovir, penciklovir in deacetil famciklovir. Sevi niso
vplivali na koncentracijo penciklovirja in deacetil famciklovirja.

e Metabolizma zdravilnih u¢inkovin s strani izbranih sevov vrst Lactobacillus nismo
potrdili, saj potencialnih metabolitov ne poznamo in jih zato nismo dolo¢ali.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

V magistrski nalogi smo deset sevov iz vrst Lactobacillus koinkubirali z zdravilnimi
uc¢inkovinami nitrendipin, famciklovir, raloksifen in verapamil ter dolocili njihovo
vsebnost v supernatantih kultur, ko so dosegle OD priblizno 2,0. Najprej smo dolocili
rastno krivuljo sevov v gojis¢u MRS pri 37 °C in izmerili pH vrednosti gojis¢a ob dosezeni
opti¢ni gostoti kulture okoli 2,0. Po inkubaciji sevov v teko¢em MRS gojis¢u in dosezeni
opti¢ni gostoti OD~2,0 smo kulturam dodali posamezno zdravilno u¢inkovino in Kulture z
zdravilno uc¢inkovino koinkubirali eno uro pri 37°C. Po koinkubaciji smo s pomoc¢jo LC-
MS/MS metode doloc€ili vsebnost posamezne zdravilne ucinkovine v brezceli¢nem
supernatantu vzorca. S statisticnimi testi smo dolocili, ali je znizanje vsebnosti zdravilne
ucinkovine glede na kontrolo (zdravilna ucinkovina v tekocem gojis¢u MRS)
signifikantno. Pri vzorcih koinkubiranih z zdravilno uc¢inkovino nitrendipin, smo
nepricakovano ugotovili, da je prislo do navideznega povecanja koncentracije, kar
pripisujemo eksperimentalni oz. analitski napaki. Pri ostalih zdravilnih u¢inkovinah smo
ugotovili znizanje vsebnosti, in sicer SO vsebnost famciklovirja signifikantno znizali sevi
osmih vrst laktobacilov. Vsebnost se je v povprecju znizala za 13 %, najbolj pa je vsebnost
znizal sev Lb. gasseri K7 (za 19 %). Vsebnost raloksifena so signifikantno znizali sevi
petih vrst v povprecju za 10 %. Najbolj pa je vsebnost znizal sev vrste Lb. paracasei, in
sicer za 13 %. Vsebnost verapamila so signifikantno znizali sevi sedmih vrst, v povpre¢ju
za 12 %. Najbolj je vsebnost verapamila znizal sev vrste Lb. rhamnosus (za 20 %).
Ugotovili smo, da so le sevi treh vrst (Lb. rhamnosus, Lb. salivarius in Lb. paracasei)
signifikantno znizali vsebnosti famciklovirja, raloksifena in verapamila. S pomoc¢jo LC-
MS/MS smo v vzorcih supernatantov, po koinkubaciji sevov z zdravilnimi uc¢inkovinami
preverjali tudi prisotnost nekaterih znanih metabolitov zdravilnih u¢inkovin. Tako smo Vv
supernatantih vzorcev kultur koinkubiranih z nitrendipinom preverjali vsebnost spojine
dehidronitrendipin in opazili, da proucevani sevi vrst Lactobacillus znizujejo njeno
vsebnost. Pri vzorcih kultur koinkubiranih s famciklovirjem smo v supernatantih v
sledovih identificirali spojini penciklovir in deacetil famciklovir. Vpliva izbranih sevov na
vsebnost omenjenih metabolitov nismo ugotovili.
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6.2 SUMMARY

In the thesis, we coincubated ten strains of the species Lactobacillus with active substances
nitrendipine, famciclovir, raloxifene and verapamil and determined their content in
supernatants of cultures, when they reached optical density OD~2,0. First we determined
the growth curve of strains in liquid medium MRS at 37 °C and measured pH value of
medium when optical density OD~2,0 was reached. After incubation of strains in liquid
medium MRS and reached optical density OD~2,0, each active substances were added to
cultures and together coincubated for 1 hour at 37 °C. After coincubation we determined
the content of certain active substances in the cell-free supernatants, by using LC-MS/MS
method. With statistical tests we determined the significance of the reduction of the content
of active substance in comparison to the control (active substance in the liquid medium
MRS). In samples, coincubated with the active ingredient nitrendipine, we unexpected
found, that there has been a virtual increase of concentration, which we  attributed to
experimental or analytical error. We determined the influence of bacterial strains on the
decrease of concentration of other active substances. The content of famciclovir was
significantly reduced by eight strains. The content was reduced on average by 13%, to the
largest extent by the strain Lb. gasseri K7 (by 19%). The content of raloxifene was
significantly reduced by five strains. The content was reduced on average by 10%, to the
largest extent by the strain from species Lb. paracasei (by 13 %). The content of verapamil
was significantly reduced by seven strains, on average by 12 %. The content was reduced
to the largest extent by the strain from species Lb. rhamnosus (by 20 %). We found that
strains only of three species (Lb. rhamnosus, Lb. salivarius and Lb. paracasei)
significantly reduced the content of famciclovir, raloxifene and verapamil. After
coincubation of strains with active substances we also checked for the presence of some of
their well-known metabolites in samples of supernatants, by using LC-MS/MS. In the
supernatants of samples coincubated with the nitrendipine, we verified the content of
dehydronitrendipine. We found that studied strains of species Lactobacillus reduce its
content. In samples coincubated with famciclovir, we identified trace amounts of
penciclovir and deacetil famciclovir. We did not observe any impact of selected strains the
content of these metabolites.
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